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RESUMEN

El sobrepeso y la obesidad son factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades
como la diabetes, enfermedades coronarias y ciertos tipos de cancer. En ciertas etapas
de estas enfermedades, se ha reportado que el estrés oxidativo juega un papel
importante. El sorgo, uno de los cereales con mayor cantidad de compuestos
bioactivos y actividad antioxidante puede ser una opcion viable para el desarrollo de
alimentos que contrarresten el estrés oxidativo y es debido a esto, que se le han venido
aplicando algunas tecnologias con el fin de incrementar su potencial antioxidante. El
objetivo de este trabajo fue llevar a cabo un estudio de optimizacién del proceso de
germinacion en sorgo para la maxima obtencién de compuestos fendlicos. Mediante la
metodologia de superficie respuesta, se encontré que a 35°C y 28h de germinacion el
contenido de fenoles y acido ferulico aument6 hasta 181%, y 243% respectivamente,
mientras que 33.6°C y 28hy 27.4°C y 28h fueron las condiciones de germinacion para
la méxima actividad antioxidante (DPPH +66% y TEAC +37%) lo anterior en relacion
a sorgo sin germinar. Derivado del establecimiento de las condiciones 6ptimas de
germinaciéon del sorgo se evalud la asociacion entre contenido de acido ferdlico y
actividad de la enzima $-1,4 endoxilanasa. Se demostré que a temperaturas menores
a 35°C la actividad de la enzima fue mayor a la del sorgo sin germinar (p<0.05; 0.87
umol XyIX6/min vs 0.57 unidades XylIX6/min). Cuando se incremento la temperatura
de germinacion a 35°C, la actividad de la enzima fue estadisticamente igual a la del
sorgo sin germinar, lo que hace suponer que esta presenta su accion degradativa
antes de que se presente liberacion o sintesis de novo de compuestos fendlicos. Los
resultados de la evaluacion de bioaccesibilidad in vitro de los compuestos fendlicos
presentes en el sorgo germinado, mostraron que estos compuestos fenélicos fueron
hasta 1.7 veces mas bioaccesibles que los del sorgo sin germinar, mientras que para
el acido ferulico en la harina germinada fue hasta 11.7 veces mas alta. Estos resultados
estuvieron directamente asociados con actividad antioxidante. Lo anterior dio lugar
para el disefio de un alimento con potencial funcionalidad bioldgica a base de harina
germinada de sorgo optandose por la preparacién de un cereal para desayuno tipo

crema de sorgo, el cual resultd con mejor contenido de compuestos fendlicos y



actividad antioxidante comparado con sorgo sin germinar y con otros productos
comerciales de preparacion similar. Como conclusion de este estudio se puede
establecer que la germinacion de sorgo por 28 h a 35°C mejora su potencial bioldgico
e incrementa la bioaccesibilidad de compuestos fendlicos y acido ferulico. Futuros
estudios pueden ser enfocados hacia el uso de sorgo germinado como parte de dietas

saludables.
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INTRODUCCION

El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacion anormal o excesiva de
tejido adiposo, lo que pudiera conducir a una mayor incidencia de enfermedades
cardiovasculares (cardiopatias y accidentes cardiovasculares), diabetes y algunos
tipos de cancer (OMS, 2017).

En 2016, alrededor de 1,900 millones de adultos tenian sobrepeso, de los cuales, mas
de 650 millones eran obesos. Asi mismo, 41 millones de nifios menores de cinco afos
tenian sobrepeso o eran obesos. También habia mas de 340 millones de nifios y

adolescentes con sobrepeso u obesidad (OMS, 2017).

En México, la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en adultos paso6 de
71.2% en 2012 a 72.5% en 2016, en adolescentes de entre 12 y 19 afios la prevalencia
fue de 36.3%, superior a la prevalencia en 2012 (34.9%), mientras que en la poblacion
de 5 a 11 afios disminuy6 de 34.4% en 2012 a 33.2% en 2016 (ENSANUT, 2016).

Diversos estudios clinicos, epidemiologicos y experimentales han demostrado que la
dieta puede jugar un papel importante en la prevencion y tratamiento de la obesidad y
sus comorbilidades (Swinburn y col., 2004; Hill y Peters y col.,1998; Cecchini y col.,
2010; de Git y Adan, 2015). Particularmente, se ha demostrado que el consumo
regular de cereales integrales reduce el riesgo de enfermedad cardiaca y diabetes
entre un 20-30% (Flight y Clifton, 2006; NHMCR, 2013), mejora la regulacion de la
glucosa en la sangre y el control del peso (Sahyoun y col., 2006), y disminuye el riesgo

de ciertos tipos de cancer (Venn y Mann, 2004; Williams y col., 2008).

El sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) ocupa el cuarto lugar en produccién de cereales
a nivel mundial, forma parte de la dieta de muchos paises africanos y asiaticos,
Ademas de su aporte energético y nutricional, ha demostrado ser una excelente fuente
de compuestos bioactivos que pueden promover beneficios para salud humana. Los
resultados de estudios in vitro e in vivo han demostrado que los compuestos aislados

del sorgo, principalmente fendlicos, promueven cambios benéficos en los parametros
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relacionados con enfermedades no transmisibles como la obesidad, la diabetes, la
dislipidemia, las enfermedades cardiovasculares, cancer e hipertension (Awika y col.,
2009; Farrar y col., 2008; Kamath y col., 2007; Kim y Park, 2012; Moraes y col., 2012;
Muriu y col., 2002; Shih y col., 2007; Woo vy col., 2012; Yang y col., 2009; De Morais
Cardoso y col., 2015).

La biodisponibilidad de compuestos fendlicos como el acido feralico en los granos de
cereales esta determinada por su accesibilidad (Anson y col., 2009a), y absorcion,
distribucion en los tejidos y bioactividad (Anson y col., 2009a; Zhao y Moghadasian,
2009), por lo que resulta imprescindible mejorar su accesibilidad por medio de algun
procedimiento previo a su ingesta, ya que estos compuestos se pueden encontrar de
forma libre, ligada y conjugada mayoritariamente en el salvado de los cereales (Adom
y col., 2005; Hemery y col., 2007; Shahidi y Naczk, 1995).

En los ultimos afios ha cobrado gran interés la aplicacion de tecnologias en sorgo con
el fin de mejorar la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos, entre estas destacan
el remojo (Wu y col., 2013a; Afify y col., 2012a), calor himedo (Towo y col., 2006;
N'Dri y col., 2013; Cardoso y col., 2014; Wu y col., 2013a; Hithamani y Srinivasan,
2014a), extrusion (Dlamini y col., 2007; De Morais Cardoso y col., 2015), fermentacién
(Dlamini y col., 2007; Towo Yy col., 2006; Zaroug Yy col., 2014), microondas (Cardoso y
col., 2014; Hithamani y Srinivasan, 2014a), germinacion (Dicko y col., 2005; Donkor y
col., 2012; Hithamani y Srinivasan, 2014a), tostado y coccién a presion (Hithamani y

Srinivasan, 2014a).

De entre estos procesos, la germinacion ha sido poco estudiada desde un enfoque de
mejoramiento de compuestos bioactivos. Algunos estudios han demostrado que el
tiempo de germinacion y temperatura pudieran ser factores importantes en la
promocioén del incremento de compuestos fendlicos (Dicko y col., 2005; Donkor y col.,
2012; Subramanian y col., 1992). Dado que la germinacion es un proceso biolégico
en la que se involucran diversos aspectos bioquimicos, pudiera sugerirse que durante
el proceso se presenta la activacion de enzimas hidroliticas particularmente con

actividad xilanasa, la cuales pudieran promover la liberacion de compuestos fendlicos
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ligados a cadenas de xilanos (arabinoxilanos) (Dornezy col., 2009), o bien, es posible
gue se presente la sintesis de novo de compuestos fendlicos utiles para la germinacion

de la nueva planta (Wang y Chen, 2014).

Diversos estudios han demostrado variaciones en el contenido de los compuestos
fendlicos durante la germinacion de algunas variedades de sorgo (Nwanguma y Eze,
1996; Subramanian y col., 1992; Dicko y col., 2005). Los contenidos pueden ser de
amplia variacion no solo entre especies vegetales, sino incluso entre cultivos de una
misma especie, dependiendo tanto de caracteristicas genéticas como de situaciones

de estrés (plagas, herbivoros, luz ultravioleta) y factores ambientales (Bravo, 1998).

A la fecha no existen estudios de optimizacion del proceso de germinacion en grano
de sorgo que involucren compuestos fendlicos como variable respuesta, asi como
tampoco han sido abordados mecanismos que relacionen a los compuestos fendlicos

con actividad de enzimas durante el proceso.

Los productos de granos germinados han adquirido gran interés por parte del
consumidor en los Ultimos afios particularmente por su gran valor nutricional, pero
ademas por su aporte en componentes bioactivos que pueden mediar en el tratamiento

y prevencion de enfermedades crénico-degenerativas.

Por lo anteriormente expuesto, el objetivo de este estudio fue obtener un alimento con
potencial biolégico mediante la optimizacién del proceso de germinacién de grano de
sorgo con alto contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante, asi como

de establecer una posible relacion con actividad de enzima p-1,4 endoxilanasa.
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ANTECEDENTES

Generalidades del Sorgo

El sorgo (Sorghum spp.) pertenece a la familia de las Poaceae o gramineas oriundas
de las regiones tropicales y subtropicales de Africa oriental. Se cultiva en sus zonas
de origen, tanto en Europa como en América y Asia como un cereal para consumo
humano y para la produccién de forrajes, asi como también para la elaboracién de
bebidas alcohdlicas. Su resistencia a la sequia y al calor permite su crecimiento en
regiones aridas, y es uno de los cultivos alimentarios mas importantes del mundo (Rao
y col., 2014).

En estas regiones es un importante contribuyente en las dietas béasicas de las
poblaciones locales (Taylor y col., 2006), en cambio, en paises como Australia y
Estados Unidos, su principal uso es como alimento para el ganado y mas

recientemente en la produccion de biocombustibles (Stefoska y col., 2015).

Produccién Mundial

En el ciclo 2016/17, de acuerdo con la Figura 1, el 73% de la produccién mundial de
sorgo se concentré en ocho paises: Estados Unidos, que participd con el 18% del total;
Nigeria y México con alrededor de 10% cada uno; Sudan e India, con una participacion
cercana al 9% y con menores participaciones se encontraban Etiopia, Argentina y
China (FIRA, 2016).

Consumo Mundial

El consumo mundial de sorgo ha mostrado una tendencia creciente en los dltimos 10
afios (Figura 2). Durante los ciclos del 2006/07 al 2015/16, se ha registrado un
crecimiento de 0.7 % la tasa media anual. China ha sido uno de los paises que ha
venido incrementando el consumo de sorgo de manera significativa en los ultimos diez

afos, mientras que México, Argentina e India se han mantenido con consumos
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constantes. La produccién mundial de sorgo se distribuye en sorgo forrajero (consumo
animal) y sorgo para consumo humano. En la cosecha del ciclo 2016/2017 se
produjeron alrededor de 65 millones de toneladas, de las cuales 36 millones fueron
destinadas a consumo humano, destacando Sudan, India, Etiopia y Estados Unidos.
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Fuente: USDA, 2016 *Estimado

Figura 1. Principales paises productores de sorgo (2006-2017)

El sorgo, sin embargo, es un alimento basico esencial en muchas partes del mundo en
desarrollo, especialmente en las zonas mas aridas y marginales de los trépicos
semiaridos. Su consumo como alimento es mas estable y mucho mas elevado en las
zonas productoras rurales que en los nucleos urbanos. Dentro de las zonas rurales,
el consumo tiende a ser mayor en las regiones mas pobres. Donde la prevalencia de
inseguridad alimentaria es muy alta. EIl sorgo se consume en formas diversas que
varian de una region a otra. En general, se consume como grano entero 0 como
harina, con la que se preparan platos tradicionales. Existen basicamente cuatro
alimentos elaborados a base de sorgo: pan plano, generalmente sin levadura y
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preparado con masa fermentada o sin fermentar mayormente consumido en Asia y en
algunas partes de Africa; Gachas consistentes o delgadas, fermentadas o sin
fermentar, que se consumen principalmente en Africa; productos cocidos similares a
los que se preparan con sémola de maiz o con arroz y preparados fritos en aceite
(FAO, 1997).
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Figura 2. Principales paises consumidores de sorgo, 2006/07 - 2016/17*

Composicion Quimicay Anatomica del Grano de Sorgo
La composicion anatémica del grano de sorgo esta constituida de tres partes
distintivas: (a) germen (9%) en la cual se concentran los componentes quimicos que
darén origen a la nueva planta; (b) endospermo, (75%) constituido principalmente por
almidon y proteina y (c) pericarpio-testa (10-15%), comunmente denominado salvado
(Tabla 1; Figura 3). A su vez, esta Ultima capa se encuentra dividida en tres partes
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histolégicas que son: pericarpio, mesocarpio y endocarpio. La aleurona es la capa que

se encuentra entre el endocarpio y el endospermo.

De acuerdo con Hwang y col., (2002), se ha establecido que en el pericarpio y la capa
aleurona estdn concentrados la mayor parte de la fibra dietaria y compuestos

bioactivos o también llamados fitoquimicos.

Tabla 1. Composicion quimica proximal del grano de sorgo entero y sus fracciones.

Fraccion del Peso Proteina  Ceniza Grasa Almidon
grano %
Grano entero 100 12.3 1.67 3.6 73.8
Endospermo 82.3 12.3 0.37 0.6 825
Germen 9.8 18.9 104 28.1 134
Salvado 7.9 6.7 2.0 4.9 34.6

Fuente: Hubbard y col., 1950.

Compuestos Bioactivos del Sorgo

En su origen, los polifenoles son metabolitos secundarios derivados de las vias del
acido shikimico o del acetato que aparecen como respuesta a situaciones de estrés

(plagas, herbivoros, luz ultravioleta), haciendo a la planta mas resistente (Bravo, 1998).

Los compuestos fenolicos son ubicuos en alimentos y bebidas de origen vegetal
(verduras, cereales, legumbres, frutas, frutos secos, semillas, vino, sidra, cerveza,
café, té, etc.), por lo que constituyen una parte importante de la dieta (Manach y col.,
2005). Sin embargo, su concentracion varia mucho no solo entre especies vegetales,
sino incluso entre cultivos de una misma especie, dependiendo tanto de caracteristicas

genéticas como de factores ambientales (Bravo, 1998).
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Figura 3. Principales partes antomicas del grano de sorgo

Fuente: Sautier y O'Deye, 1989.

Estos compuestos que suelen acumularse en las partes externas de la planta (piel y
cascara, por ejemplo), son en gran parte responsables de las caracteristicas
organolépticas de los alimentos que los contienen (D’Archivio y col., 2010). Asi mismo,
los polifenoles estan directamente relacionados con la coloracién de frutas y verduras
(Harborne, 1993).

Los compuestos fendlicos son los principales compuestos bioactivos del sorgo y estan
presentes en todas las variedades de este cereal (Dykes y Rooney, 2006; Awika y
Rooney, 2004; Dykes y col., 2009). El perfil y el contenido de compuestos fendlicos
en el sorgo es mas diverso y mas alto que los observados en trigo, cebada, arroz,

maiz, centeno y avena (Tabla 2) (Ragaee y col., 2006).

20



Acidos fenélicos

Los acidos fendlicos se clasifican como derivados del acido hidroxibenzoico y
derivados del &cido hidroxicinamico. Estos é&cidos exhiben una alta actividad
antioxidante in vitro y por lo tanto puede promover beneficios para la salud humana
(Kamath y col., 2004).

Tabla 2. Principales fitoquimicos presentes en los cereales de mayor consumo.

Cereal Fenoles Acido Acido Acido Acido
Totales Ferulico  p-Coumarico  Sinapico Vanilico
mgEAG/Kg mg/kg
Trigo 350-1505 4.5-1270 0.2-37.2 1.3 0.6-35
Centeno - 6-860 41 2-120 3-22
Avena 1223 359 - 55 17
Cebada - 168-723 4-374 - 29.2-33.4
Maiz 2194-3010  380-1759 31 57 4.6
Sorgo 878.48 1400-2170 0-970 50-140 -
Blanco

Modificado de: Chiremba y col., 2012; N'Dri y col., 2013
EAG: Equivalentes de acido galico

El contenido de acidos fendlicos en algunas variedades de sorgo puede variar entre
135.5 y 479.40 pg / g (Afify, y col., 2012b; Chiremba y col., 2012), con grandes
cantidades de acidos protocateico (150.3 a 178.2 ug / g) y ferulico (120.5a 173.5 ug /
g) y pequefias cantidades de acidos p-coumarico (41.9 a 71.9 ug / g), siringico (15.7 a
17.5 ug /@), vinilico (15.4 a 23.4 ug/ g), galico (14.8 a 21.5 ug/ g), caféico (13.6 a 20.8
Mg/ g), cinamico (9.8 a 15.0 pg / g) y p-hidroxibenzoico (6.1 a 16.4 ug / g) (Afify y col.,
2012a; Svensson y col., 2010). Los acidos fendlicos presentes en frutas y verduras se

encuentran predominantemente en sus formas libres y conjugadas, lo que permite que
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sean facilmente absorbidos en el tracto gastrointestinal (Hole y col., 2012). Por otro
lado, los acidos fendlicos en los cereales, inclusive en el sorgo, estan mayoritariamente
unidos a cadenas de arabinoxilanos o lignina (Abdel-Aal y col., 2013; Dykes y Rooney,
2006; Hole y col., 2012). Estos éacidos fendlicos unidos no son hidrolizados por
enzimas digestivas humanas, lo que disminuye su biodisponibilidad, pero existe la
posibilidad de que ejerzan un potencial saludable a nivel colon (Hole y col., 2012;
Saura-Calixto, 2010).

La acumulacion de evidencia quimica, bioquimica, clinica y epidemioldgica respalda
los efectos quimio protectores de los antioxidantes fenodlicos contra los trastornos
mediados por estrés oxidativo (Soobrattee y col., 2005). EIl potencial antioxidante de
los compuestos fendlicos derivan principalmente de sus propiedades de captacion de
radicales libres y quelantes de metales, asi como de sus efectos en las vias
de sefializacion celular y en la expresion génica. Dentro de los acidos fendlicos,
debido a la presencia del grupo CH=CH-COOH en los &cidos hidroxicinamicos,
aseguran mayor eficiencia que el grupo COOH de los hidroxibenzoicos (Soobrattee y
col., 2005), lo cual es apoyado por hallazgos de Castelluccio y col., (1995), quienes
evaluaron su efectividad en la inhibiciébn de la oxidacién de lipoproteina de baja
densidad (LDL).

En particular, el &cido ferulico ha demostrado su efecto benéfico sobre el estrés
oxidativo en modelos murinos con diabetes inducida, en ellos se ha observado una
disminucién significativa en los niveles de las sustancias reactivas al
acido tiobarbitarico (TBARS, por sus siglas en ingles), hidroxiperoxidos y acidos
grasos libres en el higado. Ademas, un aumento de enzimas antioxidantes como el

glutation peroxidasa, superoxido dismutasa y catalasa (Balasubashini y col., 2004).

El acido ferdlico se une en la posicion O-5 de algunos residuos de arabinofuranosa de
los arabinoxilanos, a través de un enlace éster (Mathew y Abraham, 2004; Santiago y
Malvar, 2010; Saulnier y Thibault, 1999; Zhang y col., 2014), pero también se puede
vincular covalentemente a la lignina (Pedersen y col., 2015, Santiago y Malvar, 2010)

y proteinas, mejorando la rigidez de las paredes celulares de las plantas (Pedersen y
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col., 2015). Estas situaciones estructurales del acido ferulico e interacciones con otros
componentes del grano, motivan a realizar estudios de mejoramiento de la
accesibilidad de estos compuestos mediante el uso de tecnologias tradicionales o

emergentes.

Tecnologias Aplicadas en el Sorgo para Mejorar el Contenido de

Acidos Fendlicos

La biodisponibilidad de compuestos fendlicos como el acido ferulico en los granos de
cereales esta determinada por su bioaccesibilidad (Anson y col., 2009a). La estructura
de la matriz de fibra y la forma en que los compuestos fendlicos bioactivos insertados
en la matriz de los cereales afectan fuertemente su funcién fisiologica. Por lo tanto, se
han desarrollado diversas tecnologias de procesamiento para facilitar la liberacién y/o
aumentar la accesibilidad de los compuestos fendlicos unidos en granos de cereales.
Lo anterior principalmente mediante la reduccion del tamafio de particula, la
descomposicion de las matrices de cereales o la degradacion de los polimeros de fibra
(Wang y Chen, 2014).

En este sentido, Salazar Lépez y col., (2016) realizaron un estudio de extrusion en
salvado de sorgo, encontrando que bajo condiciones de temperatura (180°C) y
humedad (20%), se logré incrementar el contenido de fenoles totales hasta un 52%,
mientras que la actividad antioxidante se incrementd un 54%. En otro estudio realizado
por Zaroug y col.,, (2014), se observo un incremento del 69% de la actividad
antioxidante en sorgo fermentado y horneado. Se han aplicado al sorgo tratamientos
térmicos y los resultados en algunos casos han sido negativos, es decir los
compuestos fenodlicos se redujeron significativamente. Un estudio realizado por
Hithamani y col., (2014a) reporto que el proceso de germinacion de sorgo incremento

hasta un 5% los compuestos fendlicos a 25°C durante 48 h (Tabla 3).

La germinacion pudiera ser un proceso factible de aplicar en grano de sorgo, toda vez

gue se trata de un proceso bioldgico que se lleva a cabo en la matriz intacta y que
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mediante la adecuada seleccidén de los factores que afectan la germinacion pudiera

ser posible la obtencién de un producto germinado con funcionalidad bioldgica.

Tabla 3. Procesos tecnolégicos aplicados al sorgo.

Proceso CFT AA Referencia
(%) (%)
Extrusion 52 53.1 Salazary col., 2016
Fermentacion 9.1 90.9 Zaroug y col., 2014
Microondas 6.9 11.0 Cardoso y col., 2014
Coccion 45.2 51.7 N'Driy col., 2013
Germinacion 5.4 N.D Hithamani y Srinivasan, 2014a

CFT: Contenido de fenoles totales.
AA: Actividad antioxidante.

Germinacion
Ha sido ampliamente estudiado que la germinacion incorpora eventos que comienzan
con la captacién de agua por la semilla inactiva y terminan con el alargamiento del eje
del embrionario, que se extiende para penetrar las estructuras que lo rodean (testa,
endospermo, pericarpio) (Bewley, 1997). La movilizacion posterior de las principales
reservas de almacenamiento, estd asociada con el crecimiento de las plantulas
(Bewley, 1997). Por lo tanto, los eventos fisicos y bioquimicos subyacen a este
proceso, es decir, el debilitamiento de las cubiertas de las semillas, la activacion de la
actividad metabolica, la activacion de la transcripcion de genes, la relajacion de las
paredes celulares embrionarias y el reensamblaje y la biogénesis de los organulos
(Logan y col., 2001). Sin embargo, segun la AACC, (2008) los granos malteados o
germinados que contienen todo el salvado, germen y endospermo originales, deben
ser considerados granos integrales siempre y cuando el crecimiento del brote no

exceda la longitud del grano y los nutrientes no hayan disminuido.
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La formacion de granos y semillas en la planta tienen como objetivo asegurar la
supervivencia y propagacion de la misma, por lo que estas tienen programada su
accion de acuerdo con las condiciones que consideren Optimas para su desarrollo
(variado entre especies). La formacion de la semilla implica la interaccion de diversos
procesos relacionados. con el programa de desarrollo En la Figura 4 se muestra un
esquema general del proceso de germinacion y es importante destacar que las partes
anatoOmicas de la semilla juegan un papel importante para que el proceso de

germinacién se pueda llevar a cabo (Nonogaki y col., 2010).

El proceso concluye cuando la radicula penetra y atraviesa las estructuras que rodean
el embrion. Basicamente el proceso se divide en tres fases las cuales se describen a

continuacion.

Germinacion sensu stricto Post-Germinacion

Fase | Fase Il Fase Il

Crecimiento de plantula

Movilizacion de reserva en tejidos de almacenamientg

Emergencia de |a radicula debido a la expansion celular s
Mayor movilizacion de reservas

/-4 Transcripcion y traslacion de nuevo ARNm >
Division celular - = —|y-

. Sintesis de ADN >
Reparacion de ADN
Respiracion, reparacién y multiplicacién mitocondrial >
Imbibicion

Figura 4. Curso temporal de eventos fisicos y metabdlicos que ocurren durante la
germinacion (Fases | y Il) y crecimiento temprano de la plantula (Fase IlI).

Adaptado de Nonogaki y col., 2010; Nonogaki y Bradford, 2018; Bewley, 1997.

Linea roja: Proceso de absorcion de agua de semillas.
Los tonos de las flechas indican la intensidad con la que se esta llevando a cabo el proceso en cuestion.
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Fase I: Imbibicion

Con el ingreso de agua a la semilla se producen en forma temporal, alteraciones
estructurales importantes, en particular en las membranas. Esa transicion puede ser
retrasada o inhibida por la presencia de azlcares (sacarosa, oligosacaridos de la serie
rafinosa y estaquiosa), 0 proteinas como por ejemplo, las de embriogénesis tardia
(LEA, por sus siglas en inglés). ElI hecho demuestra que, durante el proceso
embriogénico de la semilla, los azucares y proteinas LEA implicados en la
preservacion de las membranas durante la perdida masiva de agua, se sintetizan antes

de que se inicie la desecacion (Matilla, 2008).

No obstante, con la rehidratacion las membranas retornan rapidamente a un estado
cristalino hidratado, condicion mas estable, por lo que practicamente cesa la perdida
de solutos. La rehidratacién permite que las enzimas y estructuras presentes en la
semilla deshidratada, necesarias para el reinicio del metabolismo se activen (Matilla,
2008).

En general, se requieren varias horas antes de que el metabolismo alcance su pleno
rendimiento. Durante este periodo se observa la degradacion o reemplazo de
componentes dafiados. En forma simultdnea se observa la sintesis de ADN, para
reparar aquel que hubiese sido dafiado durante la fase de maduracion y deshidratacion
(Bewley, 1997).

Aun asi, la curva de absorcién de agua (Figura 4) coincide con la del proceso
respiratorio. Esto se debe a que en esta primera fase predomina el proceso glicolitico,
gue ocurre en el citoplasma, aunque la mitocondria no es funcional, muchas enzimas
del ciclo de Krebs y oxidasas terminales estan activas, lo que permite suministrar
suficiente ATP para mantener el metabolismo en la fase inicial. En general, en aquellas
semillas que almacenan almidon, la actividad metabdlica se reinicia a partir de las
mitocondrias preexistentes que fueron reparadas, mientras que las semillas que
almacenan lipidos, la actividad respiratoria requiere de la sintesis de nuevas
mitocondrias (Matilla, 2008).
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La duracion de cada fase dependera de las caracteristicas de la semilla (tamafio,
contenido de sustratos hidratables, permeabilidad de la cubierta seminal, toma de Oz,
etc.) y de las condiciones externas en las que se produce la imbibicion (temperatura,
composicién del sustrato del suelo, contenido de humedad) (Matilla, 2008).

Esta fase tan rapida de absorcion de agua provoca alteraciones temporales en la
permeabilidad diferencial de las membranas de la semilla y, por consiguiente, una
perdida al medio circundante de solutos y diferentes metabolitos de bajo peso
molecular (azucares, &acidos organicos, iones, aminoacidos, péptidos, etc.).
Finalmente, la hidratacion de la semilla provoca la hidrdlisis de algunas formas
conjugadas de fitohormonas transformandose hacia formas libres (Matilla, 2008).

Fase II: Activacion Metabdlica o Germinacion (Sensu stricto).

A diferencia de la fase anterior, esta fase se caracteriza por un cese en la absorcion
de agua y una actividad respiratoria mas reducida. En esta fase predomina el ciclo de
las pentosas fosfato y se ha visto que las sustancias inhibidoras de la respiracion (KCN,
NaNs y NazS) facilitan la germinacion de muchas semillas, probablemente estimulando
el ciclo. Esta activacion puede ser debida a también el hecho de que, durante la fase
de imbibicion, las estructuras externas que rodean a la semilla, asi como la densa
estructura interna que rodea al embrién, restringen la difusion de oxigeno gaseoso, lo
gue produce una deficiencia de este elemento. Esto resulta en una mayor produccion
de piruvato de la que puede ser utilizada por el ciclo de Krebs y la cadena
transportadora de electrones, reorientando el metabolismo hacia el ciclo de las

pentosas fosfato (Bewley, 1997).

Durante esta fase ocurre la sintesis, a partir de las reservas disponibles de nuevas
estructuras y compuestos necesarios para las fases siguientes del desarrollo. En ese
sentido, y contrario de la fase lll, la germinacion sensu stricto es principalmente
anabdlica y por lo tanto endergonica, consumiendo la energia disponible (Matilla,
2008).
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Previo a la aparicion de la radicula, se producen cambios transcripcionales en la
elongacion y division celular. En general, los genes que codifican para el proceso de
elongacion tienden a ser activados en forma temprana, en la relacion con la division
celular, Dentro de los genes implicados en la elongacion celular, pueden estar algunos
activados por las giberelinas (Ogawa y col., 2003; Barnes y Anderson, 2018; Van
Campenhouty col., 2007). Estos genes pueden expresarse para la sintesis de algunas

proteinas importantes en el proceso de germinacion, como por ejemplo:
- Acuaporinas, proteinas de las membranas implicadas en la absorcion de agua.

- Endotransglucosidasas, xilanasas y glucanasas que mediante la hidrolisis de los

componentes de la pared celular relajan estructuras rigidas.
- Expansinas, que rompen los puentes hidrogeno de las paredes celulares.

- Pectina metilesterasa (PME), que modifica la estructura de la pectina de las paredes

celulares.

Fase Ill: Crecimiento de la Radicula.

Con la penetracién de las envolturas de la semilla por parte de la radicula, se marca el
final del proceso de germinacién y el inicio del crecimiento de la plantula. Para que
emerja la radicula, esta debe atravesar varias barreras internas, principalmente la testa
y el endospermo. En la mayoria de las especies, la emergencia de la radicula requiere

del debilitamiento de las estructuras que rodean la punta de la raiz (Matilla, 2008).

Mecanismos de Sintesis y Degradacion de Compuestos Fendlicos

Durante la Germinacion

Las paredes de las células vegetales sirven como interfaces sensoriales entre las
plantas y su entorno, estas contienen redes elaboradas de polisacaridos que regulan

el crecimiento, el desarrollo, la mecanica, la comunicacion, la adhesién de células a
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células y la defensa (Barnes y Anderson, 2018; Somerville y col., 2004). Se pueden
diferenciar dos eventos representativos durante el proceso de germinacion que

modifican el contenido de fenoles en el grano.

Reciclaje de las Paredes Celulares Ricas en Acidos Fendlicos

La composicién quimica de las paredes celulares de aleurona y endospermo se ha
definido en detalle. Los arabinoxilanosy (1,3-1,4) B-glucanos representan en conjunto
el 95% de los polisacaridos de la pared con aproximadamente el 2% de celulosa y
glucomananos (Voiniciuc y col., 2018). Su organizacion molecular se ha comparado
con un gel multicomponente reforzado con celulosa, que proporciona la resistencia
necesaria para mantener la integridad del tejido y permitir la difusion libre de agua,
fitohormonas y metabolitos de bajo peso molecular (Fincher y Stone, 1986).

Se ha indicado que las paredes celulares de las plantas representan el sumidero
de energia y carbono mas prominente en la naturaleza. Aunque las paredes de las
células a veces se consideran recalcitrantes, exoesqueletos estaticos que
simplemente proporcionan soporte estructural, incorporan cantidades significativas de
azucares ricos en energia y son un recurso de carbono potencialmente rico para
plantas que experimentan un crecimiento rapido y transiciones de desarrollo. Esto
plantea la cuestion de hasta qué punto las plantas reciclan la energia almacenada en
sus paredes celulares, para optimizar el flujo metabdlico durante el crecimiento y el

desarrollo (Barnes y Anderson, 2018).

Aunque las paredes celulares no contienen material de desecho per se, es probable
gue algunos materiales sean mas susceptibles a los factores biolégicos y mecanicos
gue otros, segun las interacciones de los polisacaridos, los requisitos de crecimiento y
la etapa de desarrollo de la célula vegetal. Las plantas pueden escindir y volver a unir
los polisacaridos de la pared celular para influir en la estructura de la pared y la
mecanica. Las enzimas que escinden un polisacarido donador y ligan uno de los
productos de degradacion en una molécula aceptora diferente se denominan

transglicosilasas (Barnes y Anderson, 2018; Figura 5).
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La sintesis de polisacaridos abre la posibilidad de que los azlcares o fragmentos de
pared de las células vecinas o las uniones compartidas, como las laminillas medias
pueden contribuir a las primeras etapas de la formacién de la pared secundaria,
alimentando la biosintesis de xilano y celulosa. Dada la presencia de transxilanasas
en las plantas, pequefas cantidades de xilanos de la pared primaria también podrian
donarse a las células vecinas que sufren engrosamiento secundario, dependiendo de
qué tan lejos puedan migrar los fragmentos de xilano. La degradacién de xiloglucanos
y la pectina también pueden contribuir con la glucosa, la xilosa, la arabinosa y el acido
glucurdnico en la biosintesis secundaria de celulosa y xilano de la pared celular (Minic,
2008).

Como se mencioné anteriormente, las paredes celulares secundarias estan
compuestas de celulosa, xilanos y lignina, un polimero polifendlico que se entrecruza
con polisacéaridos y residuos hidroxicinamicos encontrados en los xilanos (d'Errico y
col., 2015; Du y col., 2014; Vogel, 2008). Lo anterior plantea la hipétesis de la posible
liberacion de estos &cidos fendlicos durante el proceso de reestructuracion celular en
la germinacion, sin embargo, se deben considerar las interacciones que estas tengan

con las especies reactivas del oxigeno (EROS).

Durante el reciclado de estructuras de las paredes celulares, es necesaria la actividad
de enzimas degradativas de las cadenas de xilosas. Barnes y Anderson (2018)
describen de manera muy interesante el reciclaje, reconstruccién y construccion de

nuevas estructuras intra y extracelularmente (Figura 5).

Las enzimas capaces de degradar los arabinoxilanos y a sus constituyentes en la
germinacion de cereales, incluyen arabinofuranosidasas, endoxilanasas,
exoxilanasas, y xilobiasas (o B-xilopiranosidasa) (Preece y MacDougall, 1958; Taiz y
Honigman, 1976). Los analisis progresivos de productos de xilosas indican la accion
inicial de las arabinofuranosidasas para eliminar el arabinosilo, las cadenas laterales
abren el camino para la liberacion de xilobiosa por una exoxilanasa y los productos de
las endoxilanasas no se detectan hasta mucho mas tarde en la germinacion (Preece y

MacDougall, 1958). Tres endoxilanasas de peso molecular 41, 000 KDa han sido
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identificadas en grano de cebada cinco dias después del inicio de la germinacion
(Slade, Hoj y Fincher, 1989). Como reportan Preece y MacDougall (1958), los niveles

durante las etapas iniciales de germinacién son muy bajos.

Las enzimas degradadoras de xilanos como las endo-3-1,4-xilanasas de la familia 10
de glicosil hidrolasas (GH10), cuya estructura general se describe como un barril B/a
de 8 veces (Henrissat, 1991), hidrolizan el sustrato con la retencion de su configuracion
anomérica mediante un mecanismo de doble desplazamiento en el que un acido
glutdmico actiia como &cido catalitico/base y otro como nucleéfilo catalitico (Simpson
y col., 2003). Se ha demostrado que las plantas usan estas enzimas para la
degradacion de los componentes de la matriz de la pared celular en procesos tales
como la movilizacion de nutrientes del endospermo en granos de cereales germinados
(Benjavongkulchai y Spencer,1986; Slade, Hoj y Fincher, 1989; Caspers y col., 2001),
la lisis de la antera que contiene la pared en la maduracion del polen (Bih y col., 1999),
la hidrdlisis de la superficie del estigma para la penetracion del tubo polinico en el maiz
(Wuy col., 2002) y el metabolismo de la pared celular secundaria durante el desarrollo

del haz vascular en Arabidopsis thaliana (Suzuki y col., 2002).

Sintesis de novo de Acidos Fendlicos

Desde el momento en que la semilla rompe la latencia, surgen respuestas protectoras
a través de la sintesis de compuestos fendlicos (Taiz y Zeiger, 1998). Esto debido a
gue durante la imbibicion se forman EROs, principalmente H202, posteriormente este
se acumula como resultado de un pronunciado aumento en la produccion intracelular
y extracelular durante las primeras etapas de germinacion. Ademas, la alta actividad
de la respiracion durante la germinacion da como resultado la produccién del anion
superéxido durante fuga de electrones de la cadena de transporte de electrones

mitocondrial, seguida de la dismutacion a H202 (El Maarouf y Bailly, 2008).

Por otra parte, la semilla, se prepara ante diferentes tipos de estrés (Formadores de
EROs), por ejemplo, herbivoros, patégenos, temperatura, pH desfavorable, estrés

salino, metales pesados y radiacion UV-B y UV-A.

31



PRIMARY CELL WALL

DEGRADATION Hemicellulose Bectin BQM?:MM
Xyleglucan Xylan g
EE) 27 3 8. ... 8 s — aietn
E é% & T2 TS SN
X v i o Feg
v M o P
E ¥ ¥ * 4
¥ < 00:1 8¢ (“ —_
A ¥u » )
«.:E. & *o ® QO Collulose
e
SUGAR UPTAKE ‘ l
= -
|1 ? 00g50“ —
AT e ©0 oo
- > ) %0 %o
«
o' dE Lot
Y D ) O 00 wO @ ’ 00 ©
' 24® 0 5% F & ®0 00
MATRIX POLYSACCHARIDE “TEEe Ay e%ee -
A BIOSYNTHESIS & DELIVERY SvoriKinases) i Do
HXK
. rophosphorylases, FKGP
p G " USPol‘ngIZP.Y‘“ Y PGM

NDP-sugar Cyy,
S/ Reactivated™ interconversion ¥ Yo" CELLULOSE
NDP-sugar Pool) € € <€ <€ UDP-glucose BIOSYNTHESIS

Coll Wall Sugars METABOLIC RECYCLING
@ Glucose =
# Xylose Cell Wall Degrading Enzymes Primary Cell Wall Constitutents
O Galactose PR Endo-f-{1,4)gl D Arabinosid. @9 Poctin Methylesterase -Collulm Microfibril
A Fucose P Exo-p-( naliecy ®
@ Arabinofuranose | | N -Exo-3-{1.9r-glucanese ) Glucuronosidase ol Pectin Y B-(1.4)-glucan
Glucosidase M Poctate Lyase
© Glucuronic Acid Ricosidese 90 Peroxidase / Laccase BN Bt piygala spedep= Xyloglucan
< Galacturonic Acid o -polygalacturonase 2
& Mothyt-Esterified Xylosidase @0 Endo--{1.6)xylenses (~) Exo-polygalacturonase Xytan
Galacturonic Acid Galactosidase wdar Xylanase Inhibitor Protein 2, Polygal Inhibitor Protein Pectin

Figura 5. Vias metabdlicas de reciclaje para los principales polisacaridos primarios de
la pared celular.

Fuente: Barnes y Anderson, 2018

Ante el alto estrés oxidativo al que las plantas estan sometidas, estas generan
compuestos antioxidantes a través de la via del acido shikimico. Las enzimas
responsables de la regulacion del metabolismo fendlico son conocidas, y el acido

shikimico es un metabolito central (Santos-Sanchez y col., 2019).

La via del shikimato consta de siete pasos de reaccion, que comienzan con una
condensacion de tipo aldol de acido fosfenolpiravico (PEP) de la via glicolitica y D-
eritrosa-4-fosfato del ciclo de pentosa fosfato, para producir acido 7-desoxi-D-arabino-
heptulosonico 7-fosfato (DAHP). Un compuesto clave del punto de ramificacion es el

acido corismico, el producto final de la via del shikimato (Santos-Sanchez y col., 2019).
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En primer lugar, se produce una desaminacion de la fenilalanina y / o la tirosina, lo que
produce acidos cindmicos y / o p- coumaricos, respectivamente. Posteriormente los
anillos arométicos de &cido cinamico y p- coumarico son hidroxilados y metilados para
formar sus derivados, por ejemplo, acidos ferulico y cafeico. La desaminacion, la
hidroxilacion y la metilacion son las tres reacciones principales involucradas en la

formacion de acidos fendlicos (Gross, 1985; Figura 6).
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Figura 6. Ruta de la sintesis de novo de acidos fendlicos

Adaptado de Parr y Bolwell, 2000; Ryan y col., 2002

Variables Involucradas en el Proceso de Germinacion en Granos
Las pruebas o ensayos de germinacion de semillas permiten determinar en primera
instancia el potencial de germinacion maximo de un lote de semillas (Moreno, 1984) y
asi estimar su valor potencial para la siembra. Este seria el objetivo primordial desde
el punto de vista agronémico, no obstante, en los ensayos para establecer un proceso

de germinacion, los resultados van a diferir en funcion de si se realizan en un
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laboratorio o en campo, en los que las variables a controlar en ambos casos pueden
coincidir. Cualquier cambio o modificacion en las condiciones pueden conducir a
cambios en el proceso de germinacion, y por tanto también se pueden alterar los
procesos metabolicos inherentes a este proceso (Moreno, 1984). Las condiciones de
germinacion de granos a nivel laboratorio que pueden ser controladas, pueden variar
desde control de humedad, temperatura, tiempo, tipo de sustrato y sanitizacion. A

continuacion, se explican algunas de las caracteristicas de estas condiciones.

Sanitizacion

De acuerdo con la literatura, las soluciones de hipoclorito de sodio (NaClO) en
diferentes concentraciones, es el reactivo mas comunmente utilizado para la
sanitizacion de las semillas. Las concentraciones pueden variar desde el 0.1% a 0.5%
de solucion de NaCl (Paucar-Menacho y col., 2017a; Ramakrishna y col., 2017). Al
usar soluciones de NaClO, la sanitizacién generalmente se realiza a temperatura
ambiente durante 5 a 30 minutos de remojo, con una proporcién peso volumen de 1:5
(Paucar-Menacho y col 2017a). También el etanol al 70% ha sido utilizado para
esterilizar semillas, con un tiempo de no mas de 3 minutos de remojo (Pajak y col,
2014).

El proceso de sanitizacidon tiene como fin el de eliminar microrganismos patégenos que
puedan dafar al grano, e inclusive al consumidor. Un estudio realizado por Dornez y
col., (2006) en el que evaluaron las enzimas xilanasas microbianas asociadas al grano
de trigo y enzimas enddgenas por separado, basandose en una separacion fisica de
las dos poblaciones mediante el lavado con hipoclorito de sodio de los granos de trigo
antes de la cuantificacion de la enzima. Se encontrdé que mas del 90% de la actividad
total de xilanasa asociada al grano de trigo puede originarse por contaminacion
microbiana. Teniendo el antecedente de que la actividad de las xilanasas tiene gran
influencia en la degradacion de las paredes celulares, resulta importante considerar el

paso de esterilizacién de las semillas previo al proceso de germinacion, cuando el

34



estudio sea enfocado hacia la obtencion de productos germinados para consumo

humano (Souzay col., 2007).

Estrés salino

La germinacion de semillas es particularmente vulnerable a las condiciones de estrés
ambiental, especificamente a la sal y el agua, que son un problema generalizado en
todo el mundo (Carter y Chesson, 1996). El alto contenido de sal y las semillas con
tolerancia a la sequia pueden mostrar una germinacién rapida que da como resultado
una buena plantula, por lo tanto, se espera que mantenga una productividad de alto
rendimiento (Munns, 2002; Singh y Singh, 2012; Ashraf y Wahid, 2000).

El estrés salino conduce a una serie de cambios metabdlicos, incluidos cambios en las
actividades enzimaticas, un desequilibrio en los niveles reguladores del crecimiento de
las plantas, asi como una reduccion en la hidrdlisis y utilizacion de las reservas
(Ahmad, 1992; Khan y Rizvi, 1994).

Se ha indicado que los cambios en el nivel de metabolitos secundarios en plantas,
incluyendo compuestos fendlicos y terpenoides, mejoran los mecanismos de defensa
contra el estrés, particularmente el oxidativo inducido por la alta concentracién de
salinidad (Wahid y Ghazanfar, 2006).

Se sabe que la sal conduce a la deshidratacion celular y causa estrés osmoético y
eliminacién de agua del citoplasma, resultando en una reduccion de los volimenes
citosdlico y vacuolar. El estrés salino a menudo crea estrés tanto ibnico como osmético
en las células, lo que resulta en acumulacion o disminucion de metabolitos secundarios
especificos (Mahajan y Tuteja, 2005). Parida y Das, (2005) mostraron que las
antocianinas aumentan en respuesta al estrés por sal, en contraste con esto, el estrés
salino disminuyd los niveles de antocianina en las especies sensibles a la sal (Akula y
Ravishankar, 2011).
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Remojo

El remojo podria considerarse como un acelerador de la brotacion, esto debido a que,
si se omite este paso, la brotadura aun asi se dara si las condiciones de humedad
relativa son adecuadas. En estudios llevados a cabo en trigo se demostré que el
tiempo de remojo previo a la germinacidon puede variar desde 24-48 horas,
especificamente concluyeron que a 24 horas de remojo el grano de trigo present6 un

alto porcentaje de germinacion (Yang y col., 2001).

Tras el proceso natural de obtencién de agua de las semillas (imbibicién), hay una fuga
de solutos indicativos de dafio temporal de la membrana (Nonogaki y col., 2010).
Dentro de esa fuga pueden estar presentes los &cidos fendlicos libres, como se
demostrd con el proceso de remojo en trigo, maiz y sorgo (Tablas 4 y 5; Ramadan y

col., 2012), donde, el contenido de estos compuestos disminuyo.

Tabla 4. Efecto del proceso de remojo y germinacién sobre el contenido fendlico.

Matriz Control  Tiempo de Tiempo de Germinacién
Remojo (horas)
12 12 24 36 48

Trigo  381.4%6.9 323.5x10.6 338%11.2 290.4+3.6 265+5.51 224.7+9.7
Maiz 288.5+7.0 271.3+4.2 290.6%+0.9 245.5+9.5 190.3+5.5 161.7+6.5
Sorgo  204+11.3 173.6x£2.5 159.4+2.7 149.6£6.9 143.5+5.4 130.7+8.7

Modificado de Ramadan y col., 2012.
Expresados en mgEAG/100g

Fotoperiodo

En presencia de luz los cloroplastos y los peroxisomas de las plantas son la principal
fuente de generacion de EROs, mientras que, en la oscuridad las mitocondrias parecen
ser los principales. Se ha estimado que el 1-5% del consumo de O2 de mitocondrias

aisladas da como resultado la produccion de EROs (Mollerm, 2001).
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Tabla 5. Efecto del proceso de remojo y germinacion sobre la capacidad secuestrante
del radical DPPH (%).

Matriz  Control  Tiempo de Tiempo de Germinacién
Remojo (horas)
12 12 24 36 48

Trigo 34.4+0.8 32.08+£3.3 31.89+x35 30.74+3.8 30.63x1.8 27.0+1.3

Maiz  33.0£1.94 2859+1.4  30.11+3.8 28.16+x4.4 29.16+2.4  26.4+1.8

Sorgo 37.2+0.89  31.00+3.5 31.09t1.1 28.41+1.6 27.56+x1.3 25.8+1.5
Modificado de Ramadan y col., 2012.

Los fitocromos son la principal clase de fotorreceptores responsables de la recepcion
de la luz. Las sefiales de luz recibidas por los fitocromos se convierten en sefales
internas, que a su vez regulan los procesos fisioldgicos en las semillas. La giberelina
(GA) y el acido abscisico (ABA) son las sefales internas que desempefian un papel
central en la regulacion de la germinacion de las semillas; GA induce, mientras que
ABA inhibe la germinacion de la semilla. Estudios recientes han comenzado a revelar
una estrecha interaccion entre las vias de sefalizacion de luz, GA y ABA en semillas

a nivel molecular (Seo y col., 2009).

El fitocromo B (PhyB), el principal fitocromo acumulado en las semillas, media la
respuesta fotorreversible tipica para promover la germinacién en la fase temprana de
la imbibicién. Después de una imbibicion prolongada en la oscuridad, el fitocromo A
(PhyA) se acumula en las semillas y promueve la germinacion en respuesta a fluencia
muy baja de amplio rango de longitud de onda de UV-A rojo lejano (FR), respuesta
irreversible de fluencia muy baja (VLFR) o irradiacion relativamente larga de luz (FR-
HIR). Los fitocromos son proteinas dimeras que consisten tipicamente en dos

apoproteinas idénticas (Seo y col., 2009).
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Temperatura

Estudios in vitro sugieren que el estrés térmico causado por la exposicion de las
semillas a altas temperaturas, producen especies reactivas al oxigeno, tales como:
radicales superodxidos, radicales hidroxilo y peroxido de hidrogeno en el centro de
reaccion del fotosistema 2 (PS Il), que son eliminados por antioxidantes, incluyendo
superéxido dismutasa (SOD) (Bukhov y Mohanty,1999). Las plantas tolerantes
generalmente se protegen de los efectos dafinos de las especies reactivas al oxigeno
con la sintesis de diversos componentes antioxidantes, los que controlan la expresion
génica e influyen en procesos esenciales como el crecimiento, respuestas de estrés
abidtico y defensa de patdgenos (Abiko y col., 2005). Estos componentes se han
encontrado en casi todos los compartimentos celulares, lo que indica la importancia de
la desintoxicacion de EROs para la supervivencia celular (Iba, 2002; Mittler y col.,
2004; Asada, 2006). Dado al estrés por calor, la planta podra proveer al grano de las

defensas necesarias para su futuro desarrollo.

Existe informacion limitada del efecto de la temperatura sobre xilanasas endoégenas
durante la germinacion. Sin embargo, en estudios de xilanasas de origen fungico o
bacteriano, en la mayoria de los casos se reportan Optimamente activas a
temperaturas mesofilicas (40-60°C) y pH ligeramente acido. Asi mismo, se ha
encontrado que también son activas en pH (2-11) y temperatura extremas (5-105°C)
(Collins y col., 2005). En un estudio de germinacién de centeno se reportd que las
bajas temperaturas en relacion con el aumento de actividad de endo xilanasas,
influenciaron la actividad enzimatica (Kotodziejczyk y Michniewicz, 2004; Hiibner y col.,
2010).

Germinacion Asociada a Estrés Oxidativo y Defensa Antioxidante
Las semillas germinan en una amplia gama de condiciones ambientales, sin embargo,
el principal determinante de la germinacion es la disponibilidad de agua (Bewley y
Black, 1994). En condiciones desfavorables, la germinacién se retrasa o se suprime
por completo en funcién de la intensidad del estrés y el fondo genético (Foolad, 1999).
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Se pueden identificar 2 tipos de estrés, el bidtico y el abiodtico. El estrés biotico es el
causado por la accion de los seres vivos, como los pequefios 0 grandes animales,
otras plantas, y los denominados agentes patdgenos (bacterias, hongos, virus y
viroides). El estrés abidtico, dependiendo de la naturaleza del agente causal, puede
dividirse en fisico y quimico. Entre los fisicos, se encuentran el déficit hidrico, la
salinidad (en su componente osmotico), las temperaturas extremas (calor, frio,
congelacion), la excesiva o insuficiente irradiacion, la anaerobiosis producida por
encharcamiento o inundacion, el estrés mecéanico producido por el viento o la excesiva
compactacion del suelo, y el inducido por heridas o lesiones. El estrés quimico esta
causado por la salinidad (en su componente idnico o toxico), por la carencia de
elementos minerales y por los contaminantes ambientales como el diéxido de azufre
(SO2), los 6xidos de nitrégeno (NOXx), los compuestos clorofluorocarbonados (CFC), el
ozono (O3) y los metales (Serrano y Cadenas, 2008).

Las condiciones adversas inducen cambios transitorios en los niveles de determinados
iones (Caz+) y moléculas (lipidos, especies reactivas del oxigeno, antioxidantes, 6xido
nitrico), que advierten a la célula de que ha sido detectada una sefial de estrés. Las
hormonas realizan una importante funcién en las rutas de transmisién intracelular de
la sefial de estrés (Serrano y Cadenas, 2008).

Para poder activar las defensas de forma rapida, las plantas han tenido que desarrollar
un sistema complejo de vigilancia, ademas de una serie de barreras estructurales o
quimicas. EIl reconocimiento de un patdgeno incompatible (aquellos que fracasaran
en su intento de infeccion) dispara una serie de respuestas gque se conocen en su

conjunto como respuesta hipersensible (HR) (Serrano y Cadenas, 2008).

En la denominada hipétesis gen a gen, el reconocimiento del patdégeno por la planta
se debe a la interaccion, directa o indirecta, del producto de un gen de resistencia de
la planta (gen R) con el producto del correspondiente gen de avirulencia del patogeno
(gen Avr). Este reconocimiento conlleva la activacion de diferentes rutas metabdlicas
(enzimas que fortalecen la pared celular, sintesis de especies reactivas de oxigeno
sintesis de fitoalexinas y de proteinas defensivas) y el suicidio selectivo de algunas

células en las que se acumulan todos estos compuestos de actividad anti patogénica
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impidiendo, de esta manera, el posible ataque posterior de especies necro tréficas
(Serrano y Cadenas, 2008).

En resumidas cuentas, los estreses abibticos afectan fuertemente a la bioenergética
de las células vegetales. Las mitocondrias de las plantas pueden controlar la
generacion de EROs mediante sistemas de disipacion de energia. Por lo tanto, las
mitocondrias pueden desempefiar un papel central en la adaptacion de las células al
estrés abidtico, que inducen estrés oxidativo a nivel celular. Se ha encontrado que los
sistemas de disipacion de energia de las mitocondrias del trigo duro, disminuyen la
produccion de EROs mitocondrial. La activacidon inducida por EROs del canal de
potasio mitocondrial de la planta sensible al ATP (PmitoKATP) y la proteina
desacopladora de la planta (PDP) se ha encontrado que, en la mitocondria del control
y las plantulas hiperosmaticas estresadas, a su vez disipan el potencial de membrana
mitocondrial y reducen las posibilidades de produccion de ROS a gran escala (Pastore
y col., 2007).

Sistemas Antioxidantes en las Plantas

La maquinaria de defensa antioxidante protege a las plantas contra dafios por estrés
oxidativo causadas por las EROs, entre ellos se pueden incluir agentes enzimaticos
muy eficientes (superoxido dismutasa [SOD], catalasa [CAT], ascorbato peroxidasa
[APX], glutation reductasa (GR), monodehidroascorbato reductasa (MDHAR),
dehidroascorbato reductasa [DHAR], glutation peroxidasa [GPX] peroxidasa de guaicol
[GOPX] y glutation S- transferasa [GST]). Entre los no enzimaticos se encuentra (acido
ascorbico [ASH], glutation [GSH], compuestos fendlicos, alcaloides, aminoacidos no
proteicos y a-tocoferoles). Los sistemas de defensa antioxidante trabajan en conjunto
para controlar las cascadas de oxidacion incontrolada y proteger plantar células del
dafo oxidativo por barrido de las EROs (Gill y Tuteja, 2010).

Por otra parte, se sugiere que la respuesta ante las situaciones de estrés en las
plantas, generaran metabolitos secundarios como coadyuvantes a los antioxidantes

enzimaticos, ademas, este tipo de metabolitos incrementaran proporcionalmente en
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las semillas como futura defensa ante los tipos de estrés que surjan durante su
crecimiento. Entre los los tipos de estrés, se encuentra la radiacion UV que provocara
la sintesis de antocianinas, psoralenos, esteres de acidos fendlicos unidos a &cidos
organicos, acido salicilico; el ozono que puede inducir a la sintesis de acido salicilico,
esteres de acidos fendlicos unidos a la pared celular y lignina; heridas de la planta que
pueden estar asociadas a sintesis de cumarinas, prosalenos, acido clorogénico,
esteres de &cidos fendlicos unidos a la pared celular, lignina y suberina; deficiencia de
hierro, que puede promover la sintesis de &cidos fendlicos; carencia de fosfatos
asociados a sintesis de antocianinas; la falta de nitrégeno, que influencia la sintesis
de flavonoides; las bajas temperaturas que incentivan la sintesis de antocianinas, y
por ultimo la presencia de patégenos que se ha asociado con la sintesis de flavonoides,
pterocarpanos, estilbenos, cumarinas, auronas, acido salicilico (Azcén y Talon, 2000).

En semillas, por ejemplo, los azucares y polifenoles desempefian un papel en la
estabilizacion de proteinas y membranas (Crowe y col., 1992; Bartels y Salamini 2001;
Kranner y col., 2002; Kranner y Birtic, 2005, Moore y col., 2005). La acumulacién de
metabolitos se ha demostrado que juega un papel protector durante el secado de las

semillas maduras (Leprince, 1993; Fait y col., 2006; Angelovici y col., 2010).

La trehalosa y la umbeliferosa pueden promover transiciones vitreas que protegen a
las células de las lesiones asociadas con la deshidratacion (Crowe y col., 1984;
Wolkers y col., 2001; Whittaker y col., 2004). Los flavonoides pueden proporcionar una
barrera quimica al disminuir la permeabilidad a la humedad (Debeaujon y Koornneef,
2000; Rajjou y Debeaujon, 2008), limitando el dafio durante el almacenamiento
(Sagasser y col., 2002). Los tocoferoles antioxidantes lipofilicos pueden limitar la
oxidacion lipidica no enzimatica durante la desecacion de la semilla en el
almacenamiento y las etapas de germinacion temprana (Sattler y col., 2004; Horvath
y col., 2006).

La evidencia sugiere que estas acciones cubren la variacion natural de los rasgos del
desarrollo de semillas y la respuesta al estrés (Alonso-Blanco y col., 1999; Hannah y
col., 2006; Laserna y col., 2008; Jha y col., 2010).
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Germinacion en Cereales para el Mejoramiento del Contenido de

Compuestos Fendlicos
La germinacién ha sido estudiada en espelta, cebada, avena, sorgo, centeno y arroz
integral. Estos estudios particularmente han sido dirigidos hacia la evaluacion del
efecto del proceso de germinacién sobre el mejoramiento en la composicion nutricional
y cambios en las concentraciones de algunos componentes bioactivos (Donkor y col.,
2012).

Partiendo de la premisa de que los granos germinados contienen cantidades
sustanciales de fenoles totales, un estudio en centeno germinado demostrd que este
grano poseia cantidades significativamente méas altas de fenoles totales en
comparacion con los granos no germinados (Donkor y col.,, 2012). La actividad
antioxidante de los extractos fendlicos estuvo entre el 13% y el 73% para los granos
no germinados y el 14% y el 53% para los germinados. En este mismo estudio se
evalué también el efecto de la germinaciébn de cebada y sorgo, como fuentes
potenciales de compuestos fisiolégicamente bioactivos efectivos para la reduccion del

riesgo de los agentes diabéticos y el cancer de colon (Donkor y col., 2012).

Es escaza la informacion en la literatura que aborde los efectos de la germinacion
sobre los compuestos bioactivos en sorgo. Posiblemente el estudio mas representativo
es el publicado por Dicko y col., (2005), quienes seleccionaron 50 variedades de sorgo,
germinando a 27 °C por 72 horas. Ellos encontraron que, en promedio, la germinacion
no afect6 el contenido en compuestos fendlicos totales, pero disminuy6 el contenido
de proantocianidinas, 3-desoxiantocianinas y flavan-4- ols. Independientemente de la
germinacion, existe diferencia en la actividad antioxidante entre las diferentes
variedades de sorgo estudiadas. En este estudio se observo que los compuestos
fendlicos y la actividad antioxidante correlacionaron positivamente en aquellas

variedades de sorgo no germinadas.

Por otra parte, Paucar y col., (2017a) optimizaron el tiempo y la temperatura de
germinacion para maximizar el contenido de acido y-aminobutirico (GABA),

compuestos fendlicos totales (CFT) y actividad antioxidante en brotes de maiz morado.
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La composicion fenélica de maiz morado obtenidos en las condiciones 6ptimas se
analizé mediante HPLC-DAD-ESI / MS. Se encontré que las condiciones ideales de
temperatura (26 °C) y tiempo (63 h) mejoraron 3.5 veces el contenido de GABA en
comparacion con las semillas sin germinar. Estas condiciones, sin embargo, redujeron
~ 30y ~ 15% CFT y actividad antioxidante, respectivamente, en maiz morado. Los
modelos desarrollados mostraron altos coeficientes de determinacion, demostrando su
adecuacion para explicar las variaciones en los datos experimentales. En los brotes
obtenidos con las condiciones Gptimas se encontrd a las antocianinas como la clase
fendlica mas abundante, detectada principalmente como glucésidos de cianidina,
pelargonidina y peonidina o sus derivados de malonilo. Acidos hidroxicinamicos
derivados y flavonoles fueron detectados como compuestos menores. Por lo tanto, la
germinacién a 26 °C durante 63 h puede ser considerada como una estrategia
innovadora para diversificar la utilizacion del maiz morado, proporcionando al mismo
tiempo brotes con altos niveles de fitoquimicos. Los brotes de maiz morado pueden
constituir prometedores promotores de la salud alimentos (Paucar y col., 2017a; Tabla
6).
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Tabla 6. Principales caracteristicas de la germinacion en sorgo y otros cereales.

Producto Remojo Fotoperiodo Condiciones de germinacion Conclusiones Referencia
Temperatura Tiempo Humedad
(°C) (Horas) Relativa (%)
Sorgo nd nd 30 16,48,96, 90 La concentracién de polifenoles Subramaniany
144 fue variada en el transcurso de la col., 1992
germinacién
Sorgo  Agua/obscuridad/ nd 27 72 90 En promedio, la germinacién no Dicko y col.,
20-25 °C por 16h afecto el contenido de fenoles 2005
sorgo 24h/16.5 °C Obscuridad 16.5 120 98 Aumentan las concentraciones de Donkor y col.,
los antioxidantes 2012
Trigo 24-48 h Obscuridad 16.5 216 98 Aumento ferdlico y vanilico, Yang y col,
significativo después de las 168 h, 2001
remojo a 24 h fue mejor.
Maiz Relacion semilla  Obscuridad 12-28 216 90 Optimizacion: 26  °C/ 63h Paucar y col.,
agua 1:5 (p/v) aumentaron las GABA 2017a
tep/ambiente por
24h
Amaranto  Semilla/ Agua  Obscuridad 12-28 12-72 90 Aumenta la actividad antioxidante Paucar y col.,
(piv) / Optimo: 26 °C/ 63 h 2017b
24h/temperatura
ambiente
Mijo nd Luz Ambiente 48 Intervalos ~ Aumento contenido fendlico Hithamani vy
Srinivasan
2014a

nd: no determinado
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Bioaccesibilidad de Compuestos Bioactivos de Granos

Germinados

La bioaccesibilidad se define como la fraccién de un compuesto que se libera de su
matriz alimentaria en el tracto gastrointestinal y, por lo tanto, queda disponible para
la absorcion intestinal (Cilla y col., 2018). Sin embargo, el procesamiento de los
alimentos es uno de los principales determinantes de la bioaccesibilidad, ya que
puede tener un impacto positivo o negativo al aumentar o disminuir los niveles de
nutrientes y compuestos bioactivos, respectivamente (Sanchez, 2009). Por ejemplo,
los procesos de extrusion (180 °C y 20% humedad) y asado (150 °C y 1h)
aumentaron el contenido de compuestos antioxidantes bioaccesibles (Salazar-
Lépez y col., 2016; Wu y col.,, 2013a). Por otro lado, el calentamiento por
microondas, y la coccién con olla abierta, disminuyeron el contenido de polifenoles

bioaccesibles (Hithamani y Srinivasan 2014b).

No existe informacion en torno al proceso de germinacion y bioaccesibilidad en
sorgo, sin embargo, se menciona que la germinacion de cereales podria aumentar
los compuestos fendlicos extraibles, usualmente en solventes de alta polaridad
como el metanol (Bondia-Pons y col., 2009, Kaukovirta-Norja y col., 2004, Liukkonen
y col., 2003). Ademas de aumentar el contenido fendlico total, se ha informado una
mejora significativa en el contenido de vitamina E para varios granos de cereales
germinados (Kim y col., 2012, Zili¢ y col., 2013), principalmente debido a la
generacion de una variedad de componentes bioactivos, incluidos los tocoferoles y

tocotrienoles (Moongngarm y Saetung, 2010).

Alimentos Funcionales
El término alimento funcional se introdujo por primera vez en Japon a mediados de
la década de 1980 (Hasler, 1998). El Consejo de Nutricion y Alimentacion de la
Academia de Ciencias de los Estados Unidos los define como, alimentos
modificados 0 que contengan un ingrediente que demuestre una accién que

incremente el bienestar del individuo o disminuya los riesgos de enfermedades, mas
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all4 de la funcién tradicional de los nutrientes que contiene (Thomson y col., 1999).
Por otra parte, ILSI (International Life Sciences Institute) los define como, alimentos
que, por virtud de la presencia de componentes fisioldgicamente activos, proveen
beneficios para la salud, mas alla de la accion clasica de los nutrientes (Clydesdale,
1999).

Por ello, segun Roberfroid, (2000), un producto alimentario puede ser funcional
eliminando un componente que se sabe que causa un efecto perjudicial cundo se
consume, aumentando la concentracion de una sustancia naturalmente presente en
los alimentos, agregando un ingrediente que normalmente no esta presente,
remplazando algin elemento, cuya ingesta suele ser excesiva y aumentando la

biodisponibilidad de un compuesto que se sabe, produce un efecto funcional.

Por otra parte, el disefio y desarrollo de alimentos funcionales comienzan con un
conocimiento cientifico basico relevante para las funciones que son sensibles a la
modulacién por los compuestos de los alimentos, que cuando se modifican, pueden
estar relacionados con la presencia de una enfermedad. Asi mismo, la explotacion
de este conocimiento en el desarrollo de marcadores relevantes para las funciones
clave. Ademas, estudios de intervencion humana basados en la hipétesis de que
incluiran el uso de estos marcadores validados y relevantes que permitiran el
establecimiento de ingestas seguras y efectivas. Por ultimo, el desarrollo de técnicas
avanzadas para estudios en humanos que, preferiblemente son minimamente

invasivas y aplicables en gran escala (Roberfroid, 2000).

En particular, los cereales se cultivan en mas del 73% del area total cosechada en
el mundo y contribuyen con mas del 60% (Charalampopoulos y col., 2002). En los
tltimos afios, los cereales y sus ingredientes son aceptados como alimentos
funcionales y nutracéuticos por proporcionar fibra dietética, minerales, energia,
proteinas, vitaminas y antioxidantes necesarios para la salud humana (Otles y
Cagindi, 2006).

Los compuestos biologicamente activos se encuentran principalmente en el salvado
de los cereales, (Kulawinek y col., 2007). Los productos basados en harina de
cereales refinados como galletas, pasta, pan, etc., estan privados de estas

fracciones, por lo que, generalmente se suplementan con estos compuestos (Edge
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y col., 2005; Jones y col., 2002). Sin embargo, se descubrié que estos suplementos
muestran actividades de promocion de la salud mucho més débiles en comparacion

con los componentes de granos naturales (Slavin y col., 2001).

Los productos horneados como el pan, galletas y pasteles son categorias populares
para la innovacion debido a su consumo generalizado. Estos nuevos desarrollos a
menudo han impactado las propiedades organolépticas de los productos terminados
y, por lo tanto, la aceptacion del consumidor (Birch y Bonwick, 2019).

Es por ello que los procesos tecnolégicos y la adicion de compuestos bioactivos de
otras fuentes alimentarias, han demostrado mejorar el potencial biologico de los
productos alimenticios, como por ejemplo en panes con polvo de granada (FT +46
y 181%) (Martins y col., 2017), galletas de amaranto germinado (DPPH +21.43
g/100 g) (Chauhany col., 2015), en galletas de mijo malteado (FT+ 15%) (Adebiyiy
col., 2017), panes integrales de trigo bioprocesado (FTL +31%) (Amaya Villalva 'y
col., 2018) y galletas con cascara de mango (FT +447%) (Bandyopadhyay y col.,
2014) etc.

Mientras tanto, dentro de los cereales disponibles en el mercado como alimentos
funcionales, son aquellos los que contienen fibra dietética, como B-glucano,
arabinoxilano, oligosacéaridos, como galacto y fructo-oligosacaridos y almidén
resistente (Otles y Cagindi, 2006). Su objetivo principal de uso es como sustratos
fermentables para el crecimiento de microorganismos probioticos, fuentes de
carbohidratos no digestibles, estimulador del crecimiento de lactobacilos y
bifidobacterias presentes en el colon (Brennan y Cleary, 2005; Charalampopoulos y
col.,, 2002). Dentro de los cereales utlizados, se encuentran avena, cebada,
centeno, y farro (Triticum dicoccum) (Alldrick, 2010; Poutanen, 2006; Bigliardi y
Galati, 2013). El sorgo ha sido extensivamente estudiado desde un punto de vista
de aporte nutricional, no obstante en las ultimas décadas ha venido creciendo el
interés por estudiar su potencia biolégico, redireccionando las investigaciones hacia
los efectos de consumo sobre biomarcadores de inflamacion asociados a obesidad

y cancer en modelos murinos o en cultivos celulares.
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HIPOTESIS

La optimizacion del proceso de germinacion en sorgo permitira el incremento de
acido ferulico asociado a la actividad de la enzima B-1,4 endoxilanasa, dando lugar

a la posibilidad de obtener un alimento con potencial funcionalidad biolégica.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Obtener un alimento potencialmente funcional a base de harina de sorgo germinado

y estudiar su relacion con la actividad de la enzima 3-1,4 endoxilanasa.

Objetivos Especificos

1. Establecer las condiciones 6ptimas de germinacion de grano de sorgo, para
obtener un mayor contenido de compuestos fendlicos y acido ferdlico.

2. Evaluar el comportamiento de [(-1,4 endoxilanasa durante el proceso de
germinacién de sorgo y su relacion con el contenido de acido ferdlico.

3. Evaluar la bioaccesibilidad del &cido ferulico en la harina de sorgo germinado,
mediante un modelo de simulacion gastrointestinal in vitro.

4. Obtener un alimento potencialmente funcional a partir de harina germinada de

sorgo, bajo las condiciones previamente establecidas.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencién y Preparacion de la Muestra
El sorgo (Sorghum bicolor L. Moech) fue proporcionado por la Fundacion Produce
Nayarit. Los granos se limpiaron manualmente para eliminacion de impurezas y
posteriormente fueron seleccionaron los granos intactos, es decir, aquellos que no
presentaron rasgaduras en la corteza o quebrados. Una vez seleccionado el

material este fue almacenado a 4-8 °C.

Procedimiento de Germinacion

Para el establecimiento de las condiciones Optimas de germinaciéon del sorgo, se
hizo uso del método de superficie de respuesta. Primeramente, se establecié el
disefio experimental, mediante el cual se fijaron los tratamientos a evaluar. Las
variables independientes se seleccionaron de acuerdo a un estudio preliminar. De
tal manera que fueron considerados para el estudio las variables de tiempo (10, 19
y 28 horas) y temperatura (20, 27.5y 35°C). De este disefio experimental surgieron

13 tratamientos de germinacion de sorgo los cuales se muestran en la Tabla 7.

Para la germinacion, las semillas de sorgo (25g) se enjuagaron con agua destilada
y luego con hipoclorito de sodio al 0.1% en una proporcion 1:3 (p/v) durante 5
minutos. Posteriormente se drené el hipoclorito de sodio y se enjuagaron los granos
con agua destilada. Las semillas se colocaron en placas Petri estériles que
contenian algodon, papel filtro y sanitas himedas como sustrato. Se colocaron en
bandejas de germinacion en una germinadora automatica (modelo 1000FAT,
SEEDBURO). La germinacion se llevé a cabo con fotoperiodos de 8 h luz y 16
obscuridad, humedad relativa de 98% y temperaturas de 20, 27.5y 35 °C, a tiempos
de 10,19y 28 h.

El sorgo germinado bajo las condiciones establecidas fue sometido a un proceso de
liofilizacion (Labconco modelo 13027183) para extraer la humedad, posteriormente
los granos se molieron en un molino a <0.5 mm (Perten), obteniendo asi, harina de
sorgo germinada (HSG). Cada uno de los tratamientos se llevé a cabo por

duplicado, las variables respuesta fueron: contenido de fenoles totales libres (FTL)
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y ligados (FTLIG), asi como de acido ferulico libre (AFL) y ligado (AFLIG) y la
correspondiente actividad antioxidante medida por DPPH y TEAC. Estas variables

fueron también evaluadas en harina de sorgo sin germinar (HS) como control.

Obtencién de Extractos Metandlicos y Alcalinos
Para solubilizar los compuestos fendlicos libres presentes en las muestras de HS y
HSG, se procedio a la obtencién de extractos metanolicos de acuerdo con lo
propuesto por Salazar-Lopez y col., (2016). Brevemente, en tubos conicos de 25
mL se peso6 1g de cada una de las muestras y a cada tubo se le afladieron 15 mL
de metanol 80%, se cerraron y sometieron a sonicacion durante 1h, posteriormente
se centrifug6 1.000 x g durante 15 min. Este procedimiento se repitié 2 veces. Los
tres sobrenadantes se mezclaron y se filtraron con papel filtro Whatman No. 1. Los
sobrenadantes se evaporaron en un rotavapor al vacio hasta sequedad y se re-
suspendieron en 7 mL de metanol al 50%. La concentracion de los extractos

metandlicos fue de 0.15 g/mL.

Para la liberacion de compuestos fendlicos ligados a la matriz alimentaria, se
procedio a realizar una extraccién alcalina de acuerdo con lo sugerido por Guo y
Beta, (2013). Se partié del residuo obtenido de la extraccion metandlica, el cual fue
sometido a secado en estufa a 45°C. Posteriormente se tomaron 100 mg del
residuo seco y se mezclaron con 5 mL de NaOH (2N desgasificado), y se desplazé
el aire con nitrogeno por 30 segundos y se sonico por 3 horas. Se ajusto el pH a un
rango de 1.5-2.0 con HCI 6N. Después se afadieron dos volimenes de etil acetato
(7 mL aprox). Por separacion de fases, se obtuvieron los compuestos liberados por
la solucion alcalina, para lo cual los tubos se agitaron de manera manual y después
se centrifugaron a 1,000 x g/15 min; este proceso se repitid tres veces. Los
sobrenadantes obtenidos fueron mezclados y concentrados hasta sequedad a 40
°C en un rotavapor y resuspendidos en 7mL de metanol (50%). La concentracion

final de los extractos alcalinos fue de 0.014g/ml.
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Determinacion de Fenoles Totales

Los compuestos fendlicos totales (libres y ligados) de cada uno de los tratamientos
y control se cuantificaron siguiendo la metodologia propuesta por Singleton y Rossi,
(1965), con modificaciones para adaptar el ensayo a un lector de microplacas
FluoStar Omega, (BMG Labtech Inc., Ortenberg, Alemania). Se mezclaron 30 uL de
cada uno de los extractos con 150uL del reactivo de Folin-Ciocalteu (diluido
previamente 1:10 con agua deionizada) en un pocillo de microplaca, afiadiendo 120
UL de una solucion de carbonato sédico (0.075 m/mL), la mezcla fué homogenizada
y se dejé reaccionar en la oscuridad durante 60 min. Los cambios en la absorbancia
fueron monitoreados a 765 nm contra un blanco reactivo. Para calcular la
concentracion de fenoles totales se elabordé una curva de calibracion con &cido
galico como estandar. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido
galico (mgEAG)/g de muestra.

Cuantificacion de Acido Ferualico por UHPLC-DAD

El acido ferulico se cuantificé usando un sistema UHPLC (Agilent Technologies
1260, USA) con un detector de arreglo de diodos (DAD). La separacion se llevé a
cabo en una columna de resolucion rapida Zorbax Eclipse Plus (50 mm x 2.1 mm
i.d.). Se utilizé un sistema binario de elusién correspondiendo a la Fase A: Agua:
acido acético (99.9:0.1); Fase B: metanol: acido acético (99.9:0.1). El gradiente de
elusion fue el siguiente: 0-9 min 91% fase A; 9-11 min 86% fase A; 11-15 min 84 %
fase A. La velocidad de flujo fue de 0.7 mL/min y el acido ferudlico fue detectado a
280 nm de acuerdo con el tiempo de retencion, para lo cual se utilizé una curva de
referencia de acido ferulico a diferentes concentraciones. Los resultados se

expresaron en pg acido ferulico/g (Salazar-Lopez y col., 2016).

Actividad Antioxidante

Ensayo TEAC (Capacidad antioxidante en equivalentes Trolox por sus siglas en
ingles). El ensayo se basa en la capacidad de las moléculas antioxidantes para
captar el radical cationico ABTSe+. Brevemente, para la activacion del radical
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ABTS, fue necesario se pesar 0.019 mg del radical ABTS y disolverlo en 5 mL agua
destilada, posteriormente a la mezcla se le adicionaron 88 pL de persulfato de
potasio (37.8mg/mL), se mezcld vigorosamente y se dejé en la obscuridad durante
16-18 horas a temperatura ambiente. Se preparo una solucion de trabajo mezclando
1 mL de la solucion madre con aproximadamente 88 mL de etanol. En un pocillo de
microplaca se mezclaron 280 uL de la solucion de trabajo con 20 pL de cada uno
de los extractos de HSG y se dejé reaccionar durante 5 min. Los cambios en la
absorbancia fueron monitoreados a 715 nm en un lector de microplaca y registrados
como % de actividad secuestrante de radical ABTS. Los resultados se expresaron
como pmol equivalentes trolox (ET) por gramo de muestra, para lo cual se utilizé

una curva de Trolox.

Ensayo DPPH. El ensayo DPPH (1,1-Difenil-2-picrilhidrazil)] se realizé de acuerdo
con la técnica descrita por Robles y col., (2009) adaptado a microplaca. El ensayo
se basa en la capacidad secuestrante del radical DPPH. En pocillos de microplaca
fueron mezclados 280 pL de una solucion metandlica de DPPH (0.025 mg/mL) con
20 pL de cada uno de los extractos de HSG y se dejaron reaccionar durante 30 min
a temperatura ambiente en la obscuridad. Después, los cambios en la absorbancia
fueron monitoreados a 515 nm en un lector microplaca y registrados como actividad
secuestrante de radical DPPH. Para expresar los resultados como umol ET/g de
muestra, fue necesario preparar una curva estandar utilizando Trolox como

estandar de referencia.

Extraccion y Evaluacion de la Actividad de la Enzima 8 1,4

Endoxilanasa
Para la evaluacion de la actividad de la enzima fue necesario llevar a cabo una
extraccion de la enzima de las muestras de sorgo germinado y sin germinar. Para
este ensayo se seleccionaron 9 tratamientos de germinacion derivados del proceso
de optimizacion. El proceso de extraccion se hizo de acuerdo con lo reportado por
Mangan y col., (2018), la evaluacion de la actividad de la enzima se llevé a cabo de
acuerdo a las instrucciones del proveedor del Kit XylX6 Method de megazyme.
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Brevemente, a 0.5 g de cada una de las muestras de HS y HSG le fueron
adicionados 8 mL de solucién tampon de acetato de sodio 0.1 M (pH 5.5)
conteniendo albumina de suero bovino (0,5 mg/mL). Las mezclas fueron agitadas
en tubos Falcdn ocasionalmente a temperatua ambiente por 15 min para facilitar la
extraccion de la enzima xilanasa. La suspension se centrifug6 a 6000 x g por 15 min
hasta obtener un sobrenadante transparente que se recuperé y se usoO
inmediatamente. Se obtuvieron alicuotas (0.5 mL) de cada una de las soluciones y
posteriormente se equilibraron previamente a 30°C durante 5 minutos e incubaron
con alicuotas (0.1mL) pre-equilibradas de reactivo XylX6 a 30°C. Las reacciones se
detuvieron inmediatamente después de la adicion de 0.9 ml de una solucion de Tris
al 2% (pH 10.0) y se le midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 400 nm
usando un espectrofotdmetro Cary 50 Modelo UV1003M093.

Célculo de la Actividad Enzimatica

Para el calculo de la actividad enzimatica se considerd que una unidad de actividad
se define como la cantidad de enzima requerida para liberar un micromol de 4-
nitrofenol del sustrato XylX6 en un minuto bajo las condiciones de ensayo definidas.
Se utilizé la siguiente ecuacion provista por MEGAZYME (XylIX6 Method, 2018) y

los resultados se expresaron como um XyIX6/min.

. A EA00 Volumen Totalen Celda 1 Vol. de Extraccion
Unidades/mL XylX6= X X X x Dilucion

Tiempo de Incubacion ~ Alicuotadel Ensayo~ €mM  Volumen de Muestra

Donde:

AE400 = Absorbancia (Reaccion) — Absorbancia (Blanco)
Tiempo de Incubaciéon = 30 min

Volumen total en la celda = 1.5 mL

Alicuota del ensayo = 0.05 mL
®mM 4-Nitrofenol = 18.1 (at 400 nm) en 2% buffer Tris (pH 10)

Volumen de Extraccion = 50 mL por 1 mL

Dilucion = Dilucién adicional del extracto original (si se requiere).
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Simulacion de la Digestién Gastrointestinal in vitro
En la Figura 7 se muestra el procedimiento general para el ensayo de simulacion de
la digestion gastrointestinal in vitro. Este se realiz6 siguiendo los protocolos
propuestos por Salazar-Lopez y col., (2018) y Amaya Villalva y col., (2018) con
ligeras modificaciones. Las muestras sometidas a proceso de digestion fueron dos:
sorgo germinado bajo las condiciones Optimas obtenidas mediante el modelo de
superficie de respuesta y sorgo sin germinar. El ensayo consistio en tres fases de
digestion (oral, géastrica e intestinal), para lo cual se consideraron pardmetros
fisiologicos relevantes. Enseguida se describen los procedimientos para cada fase

de la digestion.

Fase oral

Tres voluntarios asintomaticos en ayunas masticaron 1 g de cada una de las
muestras de sorgo germinado y no germinado 15 veces durante ~ 15 s, los sujetos
expulsaron el sorgo masticado hacia 18 tubos falcén de 50 mL (9 por cada muestra).
Posteriormente se enjuagaron la boca dos veces con 5 ml de agua durante 60 sy
luego expulsaron el liquido hacia sus respectivos tubos Falcon. Se homogenizé la
muestra y se dejo aproximadamente en reposo por 2-3 min. Enseguida fueron
separados 6 tubos (tres por cada muestra) y estos fueron etiquetados como fase de

digestion oral.

Fase gastrica

Doce tubos falcon fueron llevados a digestion gastrica, agregando 5 mL de solucion
tampon HCI-KCI (0,2 M) con el pH ajustado a 1.5. Luego, se agregaron 667uL de
solucion de pepsina (300 mg / mL) y se incubaron a 37°C durante 1 h en un bafio
de agua con agitacion (Precision Scientific Mod. 66800 Winchester, VA, EE. UU.),
a 100 rpm. Posterior a este tiempo fueron retirados 6 tubos Falcon y etiqguetados

como digestion gastrica.
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Etapal: Oral

Pesar 1 gr de
muestra: —
Blanco, control
y tratamiento

Masticar 15 veces
(15 segundos) vy
enjuagar (x2) con
5 mL de agua
destilada

Centrifugar Separar sobrenadante, i
15 min 2 gl congelar y liofilizar )
6000 rpm
a4 °C

Agregar 667 uL
de pepsina
Etapa II: Gastrica (300mg/mL) en
buffer HCI/KCI

Agregar 5 mL
de buffer
HCI+ KCl
(2M), pH: 1.5

Ajustar pH=
155 con
NaOH 2 My
HCI 6 m

Incubar durante Centrifugar

1 hra 37°C con

agitacion 6000 rpm a
4°C

Etapa lll: Intestinall

Agregar 9 mL de

buffer fosfato pH:7.5

Agregar 1 mL de Agregar 80 mg de incubar 6 hra 37 °C
pancreatina (17 sales biliares a cada [ en agitacion

mg/mL) tubo

Figura 7. Diagrama general de la simulacién gastrointestinal in vitro
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Fase intestinal

Los seis tubos restantes fueron llevados a digestion intestinal agregando 9 mL
tampon fosfato (0.1 M, pH 7,5) y ajustando el pH a 7.5. Posteriormente, se agrego
1 ml de solucién de pancreatina (17 mg / mL) y sales biliares (80 mg), y la mezcla
se incubd durante 6 h en un bafio de agua con agitacién a 37 ° C y 100 rpm para

obtener finalmente el digesto intestinal.

Los productos de las tres fases de digestion (oral, gastrica e intestinal) y sus
respectivos blancos fueron centrifugadas 6000 rpm/4 °C/10 min. Los
sobrenadantes fueron recuperados y liofilizados. Las muestras liofilizadas se
disolvieron en 5 mL de metanol al 50% y posteriormente filtradas (Econofltr Nyln
0.25 mm 0.45 pm, Santa Clara, CA, Estados Unidos).

A cada uno de los digestos se les determiné contenido de fenoles totales libres,

acido ferulico y actividad antioxidante por los métodos descritos anteriormente.

Disefio de un Alimento con Potencial Funcionalidad Bioldgica
Para este estudio se consider6 la preparaciéon de un alimento tipo cereal para
desayuno, a partir de la harina de sorgo germinado obtenida mediante proceso de
optimizacién. El alimento preparado comunmente se le llama “atole” o “crema” y se
sirve caliente. Para la preparacion de la crema de harina de sorgo germinado se
utilizé la harina que resulté con mayor contenido de fenoles totales, acido ferdlico y
actividad antioxidante. Ademas de usar como alimento control la harina de sorgo
sin germinar, también se considerd relevante incorporar alimentos similares que
eventualmente se encuentran en el comercio local. Para fines practicos se les
denomind AC1 (crema de maiz); AC2 (crema de trigo) y AC3 (crema de trigo). La
preparacion de las cremas se realizo siguiendo las instrucciones de los productos
comerciales. Se pesaron 17 g para las muestras comerciales y 35 g para las harinas
de sorgo, y fueron colocadas en recipientes para coccion, luego, las harinas fueron
homogenizadas en 50 mL de leche fria y posteriormente se le afiadieron 200 mL de
leche previamente calentada a 70°C, finalmente se procedi6é a la coccién hasta
llegar a 80°C agitando constantemente hasta lograr una solucién espesa

(aproximadamente 7 min). Las muestras fueron retiradas del fuego, enfriadas a
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temperatura ambiente y almacenadas a 4°C para los posteriores andlisis. A cada
uno de los productos finales se les determiné el contenido de fenoles totales, acido

ferulico y actividad antioxidante.

Disefio Experimental y Analisis Estadistico
Para el estudio de optimizaciébn de fenoles totales, &cido ferulico y actividad
antioxidante se hizo uso de un disefio central compuesto centrado en la cara (dos
factores y tres niveles), con cinco puntos centrales (JMP 5.0.1). Las variables
independientes de temperatura (20, 27.7 y 35 °C) y el tiempo de germinacién (10,
19 y 28 h) se combinaron para investigar los efectos sobre las variables
dependientes. En la Tabla 7 se muestran las corridas experimentales con sus

correspondientes valores codificados y sin codificar (valores verdaderos).

Para el experimento se seleccion6 un modelo de regresién polinomial de segundo
orden. Esta ecuacion predice los efectos lineales (Bi1, B2), cuadraticos (Bi1, B22), €
interaccion (B12) de las variables independientes temperatura de germinacion (B11) y

tiempo (B22) con la variable dependiente (Y):

Y = Bo+ Xiy BiXi+ Ty BiXi% + Xy BiXixi+ E

Donde Y es la variable respuesta predicha, Bo la constante (intercepto), Bi es el
coeficiente lineal, Bii los coeficientes cuadraticos y Bij es el coeficiente de producto
cruzado. Xi y Xj son variables independientes. Cada una de las corridas
experimentales se llevaron a cabo por duplicado.

El andlisis de varianza (ANOVA) se utilizo para establecer la significancia del
modelo, la bondad de ajuste de los modelos obtenidos se evalué calculando los
coeficientes de determinacion miltiple (R?). Se establecié la significancia de la falta
de ajuste del modelo para cada una de las variables respuesta y fueron obtenidos
los valores de los coeficientes de la ecuacion. Para los analisis de regresion se
utilizé el software MINITAB 17. Las graficas de contorno y de superficie de
respuesta se obtuvieron mediante el programa STATISTICA versién 13.5.0.17.
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Se realizé una prueba de validacion utilizando las condiciones Optimas obtenidas

por los modelos de prediccion, utilizando las variables de fenoles totales, &acido

ferulico y actividad antioxidante.

Para el estudio de la relacién del contenido de &cido feralico en el sorgo germinado

con la actividad de la enzima, el efecto del proceso de germinacién de sorgo sobre

la bioaccesibilidad de fenoles totales y acido ferulico y la evaluacion del alimento

funcional terminado se llevdé a cabo un analisis de varianza y las pruebas de

diferenciacion de medias mediante la prueba de Tukey a una p<0.05.

Tabla 7. Condiciones experimentales de germinacion de sorgo a diferentes tiempos

y temperaturas.

Corrida Temperatura (°C) Tiempo (h)
(X1) (X2)
Valores codificados (Valores verdaderos)
1 -1 (20) -1 (10)
2 -1 (20) +1 (28)
3 +1 (35) -1 (10)
4 +1 (35) +1 (28)
5 -1 (20) 0(19)
6 +1 (35) 0(19)
7 0 (27.5) -1 (10)
8 0 (27.5) +1 (28)
9 0 (27.5) 0(19)
10 0 (27.5) 0(19)
11 0 (27.5) 0(19)
12 0 (27.5) 0(19)
13 0 (27.5) 0(19)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Previo al estudio de optimizacion de las condiciones de germinacién en sorgo, fue
necesario llevar a cabo un estudio preliminar con el fin de establecer la conveniencia
del uso de variables como la sanitizacién y el remojo en el grano. Los resultados
derivados de este estudio mostraron que la sanitizacion del grano no mostré
cambios significativos en relacion al tiempo de germinacion, por lo que se considerd
importante tomar en cuenta esta variable para el experimento debido a que el
producto derivado del proceso de germinacion fue destinado a consumo humano.
Por otra parte, el proceso de remojo que se aplicd al grano durante 24 horas
demostré que a mayor tiempo de remojo menor tiempo de emergencia del eje
embrionario (germinacién en sentido estricto). En la Figura 8 es posible observar
gue el mayor tiempo de germinacion (17.26 horas), correspondié a los granos de
sorgo gue no fueron sometidos a remojo, mientras que el menor tiempo (7.32 horas)
correspondio al sorgo en remojo durante 24 horas. La explicacion a este
comportamiento puede ser atribuida a que la expansion celular en el embrion esta
impulsada en parte por fuerzas creadas por la imbibicion de la semilla y la absorcién
de agua en las células embrionarias (Munz y col., 2017). Ademas, la alta presencia
de agua durante el proceso de remojo de los granos de sorgo, esté influenciada por
la alta presion de turgencia que pudieron recibir las células del pericarpio, testa y
endospermo. Lo anterior explica los bajos tiempos de elongacion del eje embrionario

durante el proceso de remojo (Penfield, 2017).

Otro aspecto importante a destacar es que el contenido de compuestos fendlicos se
afectd por el remojo de los granos, ya que se presentd un incremento hasta del
123.13% en sorgo sin remojo, en comparacion de un sorgo sin germinar (Figura 9).
Estos resultados concuerdan con Ramadan y col., (2012; Tablas 4 y 5) en trigo,
maiz y sorgo remojados por 12 horas y germinados hasta por 48 h, en el cual el
remojo disminuy6 el contenido de compuestos fendlicos. Estos hallazgos pueden
ser el reflejo del flujo dinamico y complejo de la germinacion (Paucar y col., 2017a,
b).

Cabe mencionar que en el sorgo sometido a germinacion y sin remojo, la actividad

antioxidante tuvo un incremento significativo (63%) respecto al sorgo sin germinar,
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mostrandose una asociacion significativa (R>=0.68, P<0.0001) con el contenido de
fenoles totales (Figura 10).

22

20}
181
16 |
14|
121
10}

Tiempo de Germinacién (h)

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tiempo de Remojo (h)

Figura 8. Efecto del tiempo de remojo sobre el tiempo de germinacién de granos de
sorgo.

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.05)
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Tiempo de Remojo (h)

Figura 9. Contenido de fenoles totales libres en diferentes tiempos de remojo de
sorgo.

Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05)
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Figura 10. Efecto del tiempo de remojo en sorgo, sobre la actividad antioxidante
medida por DPPH.

Diferentes letras minusculas indican diferencias estadisticas significativas (P<0.05) entre
experimentos para la misma variable dependiente.

La aceleracién del proceso de germinacién en las semillas puede relacionarse con
algunos aspectos hormonales, por ejemplo, el acido abscisico, una de las hormonas
antagonistas de la germinacion puede disminuir su concentracion cuando la semilla
se encuentra en fase de imbibicion. De aqui que la ausencia de remojo en las
semillas posiblemente provoc6 que el acido abscisico se incrementara por tanto
impidiendo o retrasando la germinacién (Chiwocha y col., 2005; Nakabayashi y col.,
2005; Hermann y col., 2007; Linkies y col., 2009; Preston y col., 2009).

Del estudio preliminar se pueden destacar algunos aspectos importantes: 1) el
proceso de remojo acelera la germinacion; y 2) el contenido de compuestos
fendlicos y actividad antioxidante se incrementan notablemente cuando no existe
remojo previo en la semilla. No obstante, el estudio de optimizacién por la
metodologia de superficie de respuesta pudiera arrojar resultados mas

concluyentes.
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Optimizacion de las Condiciones de Germinacién de Sorgo y su
Influencia sobre el Contenido de Fenoles Libres y Actividad

Antioxidante
De acuerdo con el disefio central compuesto centrado en la cara propuesto para el
estudio de optimizaciéon de las condiciones de germinacion (tiempo y temperatura)
del sorgo, para el aumento de fenoles libres y actividad antioxidante, en la Tabla 8

se muestran los resultados obtenidos de cada una de las corridas experimentales.

Los resultados derivados del analisis de fenoles totales, acido ferulico y actividad
antioxidante para cada uno de los tratamientos de germinacion propuestos,
demostraron que para cualquiera de los tratamientos evaluados el contenido de
fenoles libres y actividad antioxidante se incrementd significativamente en
comparacion con el sorgo sin germinar. Los valores de los tratamientos oscilaron
desde 0.12+007 hasta 0.31£011 mgEAG/g vs 0.112+0.004 mgEAG/g en fenoles
totales libres y 34.17+£2.29 hasta 57.08+1.28 vs 16.61+0.41 ug AF/g para acido
ferulico en sorgo germinado y sin germinar. Por otra parte, la actividad antioxidante
mostro valores que fueron desde 0.85+0.06 hasta 1.32+0.03 umET/g para DPPH y
de 1.46+0.05 a 2.13£0.02 ymET/g para TEAC. EIl incremento para los valores
maximos de capacidad antioxidante fue de 62 y 41% para DPPH y TEAC,

respectivamente.

En cuanto a los resultados de los fenoles totales ligados, se observé un
comportamiento fluctuante con respecto al tiempo y temperatura de germinacion.
Una tendencia similar se presenté también para la actividad antioxidante de las
fracciones ligadas. Lo anterior nos permite sugerir que el incremento de
compuestos fendlicos y acido ferulico no proviene exclusivamente de la liberacién
de estos compuestos es decir que pudiera ser posible que dadas las condiciones
de la germinacion los compuestos fendlicos pudieran haberse incrementado
también a partir de sintesis de novo (Glennie, 1983; Jood y col., 1987; Taylor y
Duodu, 2015).
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Tabla 8. Efecto de los factores combinados de tiempo y temperatura de germinacion de sorgo sobre fenoles totales, acido ferudlico y actividad antioxidante de las fracciones libres y ligadas.

Tratamiento  Patron  Temperatura Tiempo FTL FTLIG AFL AFLIG DPPHL DPPH LIG TEACL TEAC LIG
(°C) (h) (mg EAG/g) (ug ferdlico/g) (um ET/Q)

Control 0 0 0.11+0.004 1.04+0.02 16.61+0.41 354.99+4.87 0.81+0.008 11.44+0.23 1.51+0.10 17.18+0.03
1 -- 20 10 0.12+0.0074ef 1.37+0.05%  41.25+0.72°" 582.56+8.922 1.098+0.04%° 10.74+0.792 1.76+0.06% 22.03+0.542
2 -+ 20 28 0.14+0.006¢% 1.20+0.04>  45.63+1.49% 379.32+14.14° 0.85+0.06¢ 9.86+0.25° 1.90+0.084" 16.96+0.85°
3 +- 35 10 0.11+0.008" 1.06+0.06%  44.81+1.20% 351.09+22.81° 0.96+0.02¢ 9.20+0.31° 1.49+0.03f 17.41+0.71%
4 ++ 35 28 0.31+0.0112 1.16+0.01Pc 57.08+1.28? 391.14+2.127¢ 1.31+0.042 9.33+0.17° 1.89+0.05 17.34+0.58%
5 a0 20 19 0.11+0.004¢ 1.18+0.06*  40.61+1.09%" 441.55+22.11° 0.84+0.001¢ 9.63+0.36° 1.58+0.001°f 19.06+0.80°
6 A0 35 19 0.18+0.007°¢ 1.12+0.01%¢  46.23+0.92" 366.53+21.45° 0.86+0.005¢ 9.47+0.42° 1.46+0.05f 18.01+0.73
7 Oa 27.5 10 0.13+0.005%"  1.03+0.009®  34.17+2.29k 447.07+46.62° 1.08+0.06" 9.63+0.52° 1.77+0.07% 17.04+0.58¢
8 0A 27.5 28 0.22+0.01° 1.07+0.01%  45.91+1.07°%%  474.47+41.89° 1.32+0.032 9.71+0.20° 2.13+0.022 18.52+0.35%
9 0 27.5 19 0.13+0.01¢% 1.20+0.05°  36.42+1.90"k  375.05+38.62° 0.92+0.004¢ 9.04+0.69° 1.54+0.05f 18.39+0.14b
10 0 27.5 19 0.14+0.007¢ 1.20+0.05°  36.91+2.64"k  351.81+25.32¢ 0.93+0.03¢ 9.07+0.46° 1.59+0.05° 18.13+1.150
11 0 27.5 19 0.14+0.003¢ 1.20+0.02° 36.10+2.17'% 379.25+16.71° 0.90+0.05¢ 9.03+0.78° 1.60+0.10°f 18.31+0.49bd
12 0 27.5 19 0.13+0.006¢ 1.20+0.05° 35.47+1.37k 409.98+28.58° 0.95+0.05¢ 9.04+0.29° 1.51+0.04f 18.16+0.81°
13 0 27.5 19 0.13+0.005¢ 1.20+0.05° 36.23+1.07'% 380.46+41.22° 0.89+0.08¢ 9.07+0.35° 1.54+0.05f 18.14+0.80°
14 -- 20 10 0.13+0.001¢%f 1.39+0.05%  39.71+0.499"  570.00+17.00% 1.09+0.07"¢ 10.77+0.282 1.77+0.05% 22.05+2.462
15 -+ 20 28 0.14+0.004¢ 1.20£0.04c  45,13+1.82°%% 366.34+9.16° 0.89+0.06d 9.78+0.009° 1.94+0.05° 16.94+0.99°
16 +- 35 10 0.12+0.008¢" 1.09+0.05%  46.23+0.92% 375.02+6.36° 0.97+0.04¢ 9.23+0.10° 1.51+0.06 17.48+0.04%
17 ++ 35 28 0.30+0.01* 1.16+0.03" 57.42+0.422 390.53+32.46°¢ 1.33+0.032 9.34+0.38" 1.93+0.05° 17.47+0.49%
18 a0 20 19 0.11+0.002¢ 1.18+0.06  40.23+0.219" 443.40+22.11° 0.84+0.003¢ 9.63+0.23° 1.55+0.05f 19.01+0.41°
19 AO 35 19 0.17+0.005°¢ 1.12+0.01% 49.44+0.41° 384.51+10.74° 0.90+0.002¢ 9.45+0.63" 1.50+0.02f 18.04+0.66%
20 Oa 27.5 10 0.13+0.011°%" 1.04+0.01¢ 36.03+1.53'% 438.64+33.43° 1.11+0.05P 9.65+0.21° 1.72+0.12¢% 16.98+0.45°¢
21 0A 27.5 28 0.23+0.007° 1.07+0.05%  4597+1.71% 491.55+50.40° 1.31+0.01° 9.77+0.15° 2.13+0.042 18.67+0.42°
22 0 27.5 19 0.14+0.007¢ 1.20+0.06° 36.23+1.03'% 383.40+1.10° 0.90+0.04¢ 9.06+0.61° 1.54+0.02f 18.11+1.14bcd
23 0 27.5 19 0.13+0.01¢ 1.20+0.05° 36.10+2.01'% 376.45+28.27°¢ 0.89+0.03¢ 9.02+0.38° 1.54+0.08f 18.13+0.48"
24 0 27.5 19 0.13+0.006¢ 1.20+0.04°>  36.42+2.03"k  389.22+37.20° 0.92+0.004¢ 9.08+0.69° 1.59+0.03¢f 18.11+0.75b
25 0 27.5 19 0.14+0.004¢ 1.20+0.09°  36.91+1.97"k 392.43+1.49° 0.95+0.009¢ 9.05+0.54° 1.51+0.08f 18.16+0.46°
26 0 27.5 19 0.13+0.02¢% 1.19+0.09° 35.47+1.88* 362.89+7.45° 0.93+0.01¢ 9.06+0.33" 1.60+0.11°f 18.15+1.26°

Los datos corresponden a la media + desviacion estandar de dos replicas del experimento y analizadas cada corrida experimental por duplicado. Letras diferentes en las columnas indican diferencias estadisticas entre tratamientos
(p<0.05). Las variables DPPHL, TEACL, FTL y AFL fueron evaluadas en extractos metandlicos. Las variables DPPHLIG, TEACLIG, FTLIG y AFLIG fueron evaluadas en extractos sometidos a hidrolisis alcalina.
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En un estudio realizado por Dicko y col., (2005), en 50 variedades de sorgo, de manera
general, no se encontré que la germinaciéon a 27+ 2 °C por 72h haya afectado el
contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante. Sin embargo, en algunas
variedades si fueron observados incrementos importantes. Es posible que las
variaciones en el contenido de fenoles y actividad antioxidante durante la germinacion
del sorgo, podria estar dado por la heterogeneidad en la que los compuestos fendélicos

estan distribuidos, asi como también por las condiciones de germinacion aplicadas.

Para el estudio de optimizacion solo fueron considerados los resultados obtenidos para
las fracciones libres (FTL, AFL, DPPHL y TEACL), el estudio se enfoco hacia estas
fracciones particularmente porque esta fraccion de fenoles y acido ferulico son las
pueden estar bioaccesibles durante el proceso de digestion.

En la Tabla 9 se muestra el anaisis de varianza (ANOVA) para cada una de las
variables respuesta analizadas. El valor de P, los coeficientes de determinacion (R2)
y la falta de ajuste justifican la idoneidad del modelo. Los coeficientes de
determinacion para el modelo de fenoles totales libres fueron para fenoles totales (R?
= 0.97), &cido fertlico (R?>=0.95), DPPH (R?= 0.88) y TEAC (R?= 0.90). Estos
coeficientes indican la bondad de ajuste del modelo predictivo y, en general, solo los
valores superiores a 0.75 indican que el modelo estimado se ajusta a los datos
experimentales con una buena prediccion (Pefias y col., 2008). La existencia de la falta
de ajuste (p<0.05) por otro lado confirma la necesidad de ajuste del modelo de

regresion.

La estimacién de los coeficientes de regresion se muestran en la Tabla 9, todos
mostraron significancia estadistica (p<0.05) a excepcién del temino cuadratico de la
temperatura (p>0.05), esto puede significar que los factores tiempo y temperatura
siguen un comportamiento lineal con respecto a las variables respuesta es decir que
a medida que aumenta el tiempo y tempeartuar aumentan los valores de las variables
respuesta (comportamiento lineal), mientras que solo el tiempo muestra valores
maximos a determinados valres de tiempo y temperatura para despues disminuir

(comportamiento quadratico).
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Tabla 9. Coeficientes de regresion de la ecuacion polinomial cuadratica para fenoles

totales libres, acido ferulico y actividad antioxidante.

Coeficientes de la FT DPPH TEAC Acido Ferulico
ecuacion
MgEAG/g MMOITE/g ug/g
Intercepto
BO 0.3768*** 1.105*** 1.788*** 142.31%**
Lineal
Bl -0.00518 *** 0.0944 *** 0.0954*** -7.493%**
[32 -0.029505 *** -0.17318 *** 0.16520*** -1.616***
Cuadratico
Bll -0.000040"s -0.002334*** -0.002169*** 0.13818***
822 0.000452*** 0.003127 *** 0.004202*** 0.03760***
Interaccion
Blz 0.000644*** 0.002240 *** 0.000832*** 0.02485***
CcvVv 477 4.60 3.39 3.61
Falta de ajuste <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0024
P-valor <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Prob > F <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
R2 0.97 0.88 0.90 0.95
R? Ajustada 0.97 0.88 0.89 0.94
R? Predicha 0.97 0.87 0.89 0.94

s no significativo (<0.05), *** Muy significativo (p <0.01).

B1Temperatura, Bz Tiempo, B11,Temperaturaz, B22 Tiempo?2.

Mediante el uso del software estadistico Minitab 17 se calcularon los valores

decodificados de cada uno de los factores de tiempo y temperatura para cada una de
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las variables respuestas. De tal manera, mediante las ecuaciones de prediccién (Tabla
10) fue posible establecer que, a 35°C y 28 horas de germinacion, se obtuvo el mayor
contenido de fenoles totales y acido ferulico. Para el caso de actividad antioxidante
los valores predichos fueron de 33.6 °C y 28h para DPPHy 27.4 °C y 28h para TEAC.
Las condiciones optimas establecidas por el modelo de regresion fueron sustituidas en
las correspondientes ecuaciones. Los valores predichos de cada una de las variables
respuesta fueron validados experimentalmente, demostrdndose que la variabilidad
entre los valores predichos y experminetales estuvo en el rango de 3-12% (Tabla 11).
La prueba de validacion confirmd6 que las condiciones sugeridas por el modelo de
prediccién mostraron los valores mas altos de compuestos fendlicos, acido feralico y

actividad antioxidante.

La relacién entre las variables independientes y dependientes se ilustra en las graficas
tridimensionales de superficie de respuesta y de contornos generadas por los modelos
de prediccion (Figuras 11, 12, 13, 14 y 15).

Tabla 10. Ecuaciones de prediccion para las diferentes variables respuesta.

Variable Ecuaciéon de Prediccién
Respuesta
FTL = 0.3768 - 0.00518X; - 0.029505X, - 0.00004OX% + 0.000452X§+
0.000644X1-X>
AF =142.31 - 7.493X;- 1.616X, + 0.13818X% + 0.03760X§ + 0.02485X:-X>
DPPH = 1.105+0.0944X; - 0.17318X; - 0.002334Xf + 0.003127X§ + 0.002240X1-X>

TEAC =1.788 + 0.0954X; - 0.16520X; - 0.002169X% + 0.004202X3 + 0.000832 X1-X

Para establecer una zona en la que pudieran converger todas las variables respuesta,

se superpusieron los gréaficos de contorno, de esta manera fue posible encontrar los
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rangos de condiciones de tiempo y temperatura para todas las variables respuesta
(Figura 15).

Tabla 11. Comparacion entre el valor predicho y el valor experimental para FTL, AF,
DPPHy TEAC.

Variables Respuesta Punto Valor Predicho Valor Observado

Estacionario

FTL (mgEGA/Q) Saddle 0.30 0.29 + 0.009
AF (ug/g) Saddle 57.21 50.1 £0.72
Actividad Antioxidante

DPPH (umET/qg) Saddle 1.35 1.53+0.16
TEAC (umET/qg) Saddle 2.08 2.19+0.04

Se observo que el tiempo oscild entre 24 y 25.2 horas, mientras que la temperatura
oscilé entre 30 y 32 °C. Los valores predichos para estas condiciones fueron los
siguientes: fenoles totales (0.20 - 0.23 mg EAG / g), acido ferulico (42.56- 47.04 pg /
g), DPPH (1.08 - 1.14 pmol ET / g) y TEAC (1.74- 1.77 pmol ET / g).

Ya ha sido abordado por otros autores el estudio de factores de tiempo y temperatura
de germinacion como condiciones 6ptimas para aumentar el contenido de algunos
fitoquimicos, sin embargo, existe cierta divergencia en los resultados obtenidos.
Paucar y col., 2017a; 2017b; 2018) informaron estudios de germinacion en los que
evaluaron la temperatura y el tiempo de germinacién como factores que maximizan la
actividad antioxidante, fendlicos y GABA (acido y-aminobutirico), el resultado fue el
siguiente: amaranto (26 ° C y 63 h), quinua (20 ° Cy 42 h) y maiz azul (26 ° Cy 63 h).
Es relevante resaltar que para estos granos las temperaturas bajas combinadas con
altos tiempos de germinacion fueron las condiciones Optimas para obtener valores

maximos de estos fitoquimicos.

Por otro lado, varios autores mencionan que, durante la germinacion de la semilla,

pueden ocurrir cambios dramaticos en su composicién quimica, lo que refleja el flujo
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dindmico y complejo de nutrientes y fitoquimicos, incluida la movilizacion, la
degradacion y la acumulaciéon de los mismos. Por lo tanto, resulta un tanto complicado
establecer comparaciones con otros estudios, con respecto a los factores que podrian
afectar los compuestos fendlicos y otros compuestos bioactivos entre los diferentes

granos de cereales.

Otro aspecto relevante del presente estudio fue que el proceso de germinacion bajo
las condiciones 6ptimas establecidas, mejor6 el contenido total de fenoles (+181%),
acido ferulico (+243%), DPPH (+66%) y TEAC (+37%) con respecto al sorgo no

germinado.

Dicko y col., 2005, reportaron un estudio de germinacion de 50 variedades diferentes
de sorgo, se encontrd que el contenido fendlico varié en respuesta a las condiciones
de germinacién (27 ° C / 72h), mostrando incrementos de hasta 65y 75% en algunas

variedades y una disminucion del 24 y 37% en otras.

En otros cereales, como maiz azul, se observé que los valores maximos de fenoles
totales se incrementaron 79%, actividad antioxidante por DPPH (148%), TEAC (192%)
y ORAC (160%) a 26.9 ° Cy 207.7 h (Chavarin-Martinez y col., 2019). Otro estudio de
optimizacion de la germinacion de amaranto concluyé que la actividad antioxidante
medida como ORAC y TEAC y fenoles totales aumentd en hasta 300, 470 y 829%,
respectivamente a condiciones optimas de 30 °C y 28 h en comparacion con el
amaranto no germinado (Perales-Sanchez y col.,, 2014). Kruma y col.,, 2019
concluyeron que el proceso de germinacion de triticale, cebada y avena sin cascarilla,
trigo y centeno aumento el contenido total de fenoles y la actividad antirradicalaria de
estos granos, observando que los cambios mas significativos se observaron en los
granos analizados durante germinacion a 25 ° Cy 35 ° C. Los compuestos fendlicos
en todos los tipos de cereales analizados aumentaron, pero la dinamica dependia del
tipo de cereal, y estos autores concluyeron que no es posible dar una tendencia

general y los mejores parametros aplicables para todos los cereales.

Se ha estudiado el efecto de la temperatura sobre los cambios en los fendlicos durante
el proceso de germinacion. La temperatura es uno de los factores que pueden regular
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la biosintesis y el contenido de fenoles, el aumento de estos podria estar asociado con
la adaptacion de la semilla a los regimenes de temperatura, dando como resultado
composiciones bioquimicas sinérgicas (Tesfay y col., 2016). La funcion principal de
los fenoles es mantener la concentracion estable de radicales libres, su funcion
fisiologica se demuestra mediante la regulacion del potencial redox celular (Shetty,
2004). Debido al alto metabolismo celular y la alta tasa de respiracion que ocurre
durante la geminacion, la semilla es propensa a la acumulacion de ROS (especies
reactivas al oxigeno) (Tesfay y col., 2016). Debido a esto, los fenoles aumentan, siendo
ubicuos en el sistema de la planta, incluidas las semillas; su produccién podria asumir

roles multifuncionales.

En este momento, no hay informacién en la literatura en relacion a los efectos de la
germinacion sobre los fenoles totales y la actividad antioxidante del sorgo blanco.
Hasta donde se sabe, este es el primer estudio de optimizacion de las condiciones de
germinacién para mejorar los fenoles totales, el acido ferulico y la actividad

antioxidante.

El sorgo germinado se puede transformar en harina y cocinar para consumirlo como
sopa o crema de sorgo. De esta manera, su inclusion como parte de una dieta

saludable podria estar completamente justificada.
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Figura 11. Superficie respuesta para la concentracion de fenoles totales libres,

expresados como mg EAG/g en funcién del tiempo y temperatura de germinacién del

grano de sorgo.
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Figura 12. Superficie respuesta para la concentracion de acido ferdlico libre,
expresado como ug acido ferulico/g en funcion del tiempo y temperatura en el grano

de sorgo.
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Figura 13. Superficie respuesta para la actividad antioxidante medida por DPPH en
extractos metandlicos (fenoles libres), expresados como um ET/g en funcién del
tiempo y temperatura de germinacion en el grano de sorgo.
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Figura 14. Superficie respuesta para la actividad antioxidante (TEAC), expresada
como um ET/g en funcion del tiempo y temperatura de germinacion en el grano de
sorgo.
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Figura 15. Zona de convergencia de graficos de contorno de variables de respuesta

en funcion del tiempo y temperatura de germinacién, en sorgo germinado.

Aunque la dindmica de las paredes celulares de las plantas ha sido dificil de
caracterizar debido, a las limitaciones técnicas y la complejidad estructural de sus
componentes (Voiniciuc y col., 2018), se ha dilucidado que todas las células vegetales
en crecimiento producen paredes primarias que se modifican dindmicamente, se
reorganizan y se debilitan para permitir la relajacion de la pared y la expansion celular
controlada (Cosgrove, 2005). Esto indica que el alargamiento celular y la recuperacion
de azucar resultante de la degradacibn de la pared celular, son procesos
estrechamente correlacionados, pero aln queda por determinar si uno impulsa al otro
(Barnes y Anderson, 2018).

En cereales, la composicion quimica de las paredes celulares de la aleurona y
endospermo se ha sido definida a detalle. Los 3-1,3-1,4 arabinoxilanos y 8 glucanos
en conjunto representan el 95% de los polisacaridos de la pared celular, con

aproximadamente el 2% de celulosa y glucomanos (Fincher, 1992). Caspers y col.,
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(2001) han descrito que la principal p-1,4 endoxilanasa en cebada se expresa hasta
los 4 dias de germinacion. Sin embargo, las condiciones de temperatura (15°C) en la
que se llevé a cabo la germinacién, asi como la composicion estructural de la cebada
difieren particularmente en el grano de sorgo. Por lo que analizar la presencia de esta

enzima en el grano de sorgo, es de particular interés para esta investigacion.

Actividad de B-1,4 Endoxilanasay su Relacion con el Contenido de
Acido Ferdlico
Para la evaluacion de la actividad de la enzima se evaluaron las condiciones de tiempo

(10, 19 y 28h) y temperatura (20, 27.5 y 35°C) utilizadas durante el proceso de

optimizacién de la germinacion anteriormente descrito.

De acuerdo con el andlisis factorial, el factor temperatura, afecté significativamente la
actividad enzimética (p <0.0001). La prueba de medias de Tukey mostré diferencias
significativas en las tres condiciones de temperatura, y en donde, la mayor actividad
de la enzima fue de 27.5°C.

En lo que respecta al tiempo no se encontré un efecto significativo sobre la actividad
de la enzima (p>0.05). Sin embargo, la interacciébn de ambos factores mostro ser
significativa (p<0.05).

La actividad de la enzima (3-1,4 Endoxilanasa en el sorgo se mostré variable con
respecto a las diferentes temperaturas de germinacion, de tal manera que, en granos
de sorgo germinados a 20°C durante 19 horas, la actividad fue 50% mas alta con
respecto al grano control (sin germinar). Mientras que a 27.5 °C durante 28 h la
actividad fue de 52% respecto al control, por otro lado, las condiciones de 35°C durante
28 h de germinacion, no mostraron cambios significativos en la actividad de la enzima

respecto al control (Figura 16).
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Figura 16. Efecto del tiempo y temperatura de germinacion sobre la actividad de 3-1,4

endoxilanasa.

Letras diferentes entre los puntos para una misma linea, indican diferencia significativa (p<0.05).
*La linea punteada representa la actividad de la enzima en sorgo sin germinar.

Diversos estudios han reportado el comportamiento de la actividad de la enzima
endoxilanasa durante la germinacion, los resultados han demostrado que esta
actividad es variable dependiendo del grano y de las condiciones de germinacion. Por
ejemplo, Kotodziejczyk y Michniewicz, (2004) observaron que durante la germinacion
de centeno a 20°C la actividad de esta enzima se increment0 de manera exponencial
durante las primeras 48 horas y posteriora este tiempo, la actividad se incrementé
significativamente. Por su parte, Corder y Henry, (1989) en trigo, encontraron que la
germinacion durante 6 dias a 16°C ocasionaba que la actividad de la endoxilanasa

fuera lenta los primeros tres dias y a partir de ahi el incremento fue considerable.
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Aparentemente, bajas temperaturas de germinacion (16-20°C) favorecen la actividad
de la enzima endoxilanasa, no obstante, se ha reportado que este tipo enzima puede
presentar actividad hasta los 40-60°C (Subramaniyan y Prema 2002; Sunna y
Antranikian, 1997). Lo que no concuerda con los resultados de este estudio en donde

a temperatura de 35°C se mostr6 baja actividad de esta enzima.

De acuerdo con Guzman-Ortiz y col., (2019), la actividad enzimatica aumentara, sin
embargo, ésta no ocurrird de la misma manera en todos los cereales y dependera del
tipo de enzima y las condiciones de germinaciéon como temperatura, tiempo de remojo

y la variedad.

Posiblemente la combinacion de cortos tiempos de germinacién y temperaturas altas
como las utilizadas en este estudio, promovieron que la actividad de la enzima se
expresara en las primeras horas de germinacion, para posteriormente disminuir su
actividad al final de esta (28 horas). Pudiera suponerse que a la temperatura de 35°C
la actividad de la enzima endoxilanas estuviera relativamente alta, no obstante, puede
haber algunas situaciones atribuidas al proceso de germinacion que modificaron este
comportamiento. Este hecho puede atribuirse a la existencia de dos isoenzimas de la
endoxilanasa, las isoenzimas Xl y XllI (Van Campenhout y Volckaert, 2005). La
isoenzima Xl, es considerada la principal 3-1,4 endoxilanasa liberada exclusivamente
por la capa de aleurona y escutelo, observado durante la germinacién de cebada. La
isoenzima Xll, se expresa germinacion avanzada y se acumula en el brote en
desarrollo y en la raiz del embrion durante la germinacion. Desde la planta joven hasta

la madura, solo se expresara este tipo de isoenzima.

Se puede sugerir que la actividad de la enzima evaluada a 35°C, correspondio a la
isoenzima Xl| la cual degraddé rapidamente las estructuras que contenian al
endospermo, lo que consecuentemente provocd una disminucion en su actividad.
Esta teoria puede ser respaldada, debido a que durante ésta temperatura, la
germinacion se vio acelerada, donde, se presentaba una amplia longitud de radicula y
plumula. (Van Campenhout y Volckaert, 2005).
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En los cereales se requiere la accion de la xilanasa endégena para la remodelacion
controlada de la pared celular de la planta durante el crecimiento y desarrollo.
Ademas, la degradacion de la pared celular durante la germinacion asegura que otras
enzimas hidroliticas, secretadas por la aleurona o escutelo, puedan alcanzar al
almidon y proteinas (Simpson y col., 2003). Sin embargo, la accién de la p-1,4
endoxilanasa se ve acompafada de enzimas capaces de degradar los arabinoxilanos
y a sus constituyentes durante la germinacion de cereales, incluyendo a las
arabinofuranosidasas, endoxilanasas, exoxilanasas, Yy xilobiosas (o B-

xilopiranosidasa) (Preece yMacDougall, 1958; Taiz y Honigman, 1976).

Durante esta actividad enzimatica se puede tener como resultado la liberacion de
compuestos fendlicos y acido ferulico, que pudiera estar ligado, atrapado o conjugado

a las diferentes estructuras poliméricas de las paredes celulares.

Dado el interés de conocer el comportamiento de la enzima endoxilanasa, en funcion
del maximo contenido de &cido ferulico en sorgo reportado a partir del proceso de
optimizacién, y tomando en cuenta que las condiciones éptimas fueron de 28h y 35°C,
es posible establecer que la maxima concentracion de acido ferdlico correspondio a
una minima actividad de la enzima endoxilanasa cuantificada a las mismas
condiciones de germinacion. Como mencionan Guzman-Ortiz y col., (2019), los
estudios sobre la actividad de la xilanasa durante la germinacion son limitados. En el
caso particular del grano de sorgo, no se tiene conocimiento de la evaluacién en la
actividad de endoxilanasa durante la germinacién y la liberacion de compuestos
fendlicos y actividad antioxidante. Solamente se tiene el conocimiento de la relacion
en la cantidad de compuestos fendlicos con enzimas como la peroxidasa y polifenol
oxidasas, donde, no se pudo establecer una correlacién clara entre los criterios
cuantitativos de composicion del grano en compuestos fendlicos, peroxidasa, polifenol

oxidasas y la resistencia de la planta a patogenos (Dicko, M. Hy col., 2002).
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Bioaccesibilidad de Compuestos Fendlicos
La harina de sorgo germinado (HSG) promovi6é cambios significativos en la liberacién
de compuestos fendlicos durante el proceso de digestion gastrointestinal in vitro en
comparacion con la harina de sorgo sin germinar. En la Tabla 12 se muestra el
contenido de fenoles totales para cada una de las etapas de la digestion. Se observo
que el contenido de fenoles totales se incrementd en la digestion gastrica, para ambas

muestras.

Tabla 12. Contenido de fenoles totales (mg EAG/g) en cada una de las fases de
digestién in vitro de sorgo germinado comparado con sorgo no germinado.

MUESTRA ORAL GASTRICA INTESTINAL Bioaccesibilidad
mg EAG/g (%)
Sorgo no 0.11+0.009°> 1.75+0.142  0.13+0.001° 5.8
Germinado
Sorgo Germinado  0.47+0.02%  1.73+0.11®  0.23+0.012 9.3

Los valores corresponden al promedio de tres repeticiones tdesviacion estandar. Valores con letra
diferente entre columnas son significativamente diferentes a una p<0.05.

La bioaccesibilidad se calculé considerando el contenido de compuestos fendlicos en la fase
intestinal en relacién con el contenido de fenoles totales en un gramo de muestra (fenoles libres +
fenoles ligados). Fenoles totales en sorgo no germinado (2.20mg EAG/g); Fenoles totales en sorgo
germinado (2.53mg EAG/qg).

Las distintas fases de la digestion presentaron un comportamiento distinto con relacion
a la liberacion de los compuestos fendlicos para ambas muestras. La digestion oral
del sorgo germinado promovio una mayor liberacién de compuestos fendlicos, siendo
4.2 veces mas la concentracién con respecto al no germinado. La digestion gastrica
mostré un incremento en la liberacion de compuestos fendlicos sin diferencias
significativas entre ambas muestras de sorgo. Durante la digestion intestinal se
observé una reduccion de los compuestos fendlicos respecto a la digestion gastrica.
La digestion intestinal de sorgo germinado promoviéo una mayor concentracion de
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compuestos fendlicos, siendo alrededor de 1.7 veces mas alta que en el sorgo no

germinado.

El porcentaje de bioaccesibilidad de fenoles totales para el sorgo germinado fue de
9.3%, mientras que, para el no germinado, la bioaccesibilidad fue de 5.8%. Lo que
correspondio a un 60.3% de incremento de la bioaccesibilidad. Hasta donde se sabe,
este es el primer estudio en el cual se evalla la bioaccesibilidad de sorgo germinado

bajo condiciones de simulacion gastrointestinal.

Durante el proceso de digestidon gastrointestinal, se presentan una serie de eventos
fisicoquimicos, que eventualmente van a afectar la solubilizacién de los compuestos
fendlicos. Los compuestos fendlicos pueden abarcar un grupo muy extenso de
sustancias que pueden dar positiva la reaccion de Folin, entre estas pueden
mencionarse algunas proteinas, azlcares, aminoacidos, vitaminas y todos aquellos
compuestos que tengan en su estructura un anillo fendlico (Prior y col., 2005). Esta
situacién conduce a una mayor complejidad en el comportamiento que siguen estos
compuestos durante el proceso de digestion. La saliva humana contribuye de manera
significativa al proceso de digestion de alimentos, no obstante, se ha reportado que la
composicién quimica de este fluido, predominantemente de naturaleza proteica,
interfiere en la solubilizacién de los fenoles (Lu y Bennick., 1998; Prinz y Lucas., 2000;
Rawel y col.,2006). Por ejemplo, se ha sugerido que los polifenoles se unen
fuertemente a las histatinas, proteinas salivales que contienen una alta proporcion de
residuos de histidina (Soares y col., 2007). Por otro lado, Ginsburg y col., (2012)
sugieren que la saliva es importante para la solubilizacion de los polifenoles presentes
en las frutas y bebidas vegetales, o que aumenta sustancialmente su disponibilidad.
Sin embargo, debido a la interaccién generalmente muy corta de las enzimas orales
con el bolo alimenticio antes de llegar al estbmago, su influencia es mucho menos clara
y mas bien limitada a los alimentos ricos en carbohidratos, como los alimentos a base

de cereales (Hur y col., 2011).

Por otra parte, la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos también puede verse

afectada por su interaccion con enzimas digestivas como la pepsina. Esta interactlia
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con el &cido clorogénico formando un complejo pepsina clorogénica a través de
fuerzas de Vander vals en el area de la cavidad hidrofobica. Asi los enlaces de
hidrogeno cambian la conformacion de la pepsina dando como resultado la inhibicidn
de esta (Zeng y col., 2014).

Asi mismo, la presencia de otros componentes del alimento puede alterar la estabilidad
del polifenol. Después de la ingesta de alimentos (simulacion), la oxidacion de los
lipidos puede ocurrir debido al contacto cercano entre el hierro de la dieta, el dioxigeno
y los lipidos emulsionados. Esto se demostré para las formas de hierro hemo
(metamioglobina) y hierro no hemo (Fe'/ Fe'") en sistemas de emulsién que modelan
el estado fisico de los triacilgliceroles (Lorrain y col., 2012). En este caso, la actividad
antioxidante de los polifenoles depende de un agente emulsionante, como por ejemplo
proteinas, fosfolipidos y pH, lo que puede dar lugar a productos de oxidacién que a su
vez retienen propiedades antioxidantes (Lorrain y col., 2009). Por lo que, el nivel de
O:2 disuelto aumentado durante la masticacion de los alimentos, puede afectar la
estabilidad fitoquimica y micronutriente en el tracto gastrico (Gorelik y col., 2005).
Igualmente, en condiciones casi neutrales y en presencia de oxigeno algunos
compuestos fendlicos pueden degradarse por oxidacion no enzimatica (Bergmann y
col., 2009). Por lo que, algunos autores sugieren el lavado con nitrégeno o argon
durante unos minutos para reducir los niveles de O:2 disuelto antes del inicio de la

digestién simulada (Bermudez-Soto y col., 2007).

Ademas, el comportamiento de los compuestos fendolicos en diferentes condiciones de
pH es particularmente importante para la formacion de complejos con proteinas,
debido al hecho de que, durante el proceso de digestion los polifenoles se exponen
tanto a un ambiente fuertemente acido (durante la digestion gastrica), como un
ambiente alcalino (durante la digestion en el duodeno), que también puede afectar su
estabilidad y solubilidad (Czubinski y col., 2014).

Cabe sefialar que, en matrices altamente procesadas, algunos polifenoles se liberan
hasta casi el 100% en la fase gastrica, como pueden ser los jugos de frutas, vinos, té

verde o extractos fendlicos, en presencia de jugos gastricos simulados (pH 1.7 a 2.5,
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pepsina, 1 a 4 h), (Pérez-Vicente y col., 2002; McDougall y col., 2005a; McDougall y
col., 2005b; Bermudez-Soto y col., 2007; Green y col., 2007; McDougall y col., 2007;
Gumiennay col., 2011).

No obstante, Pellegrini y col. (2017), encontraron que el contenido de fenoles totales
en quinua después de la digestion gastrica e intestinal era mayor que en las obtenidas
de las muestras no digeridas y después de la fase oral. Por lo que las condiciones
estructurales como ambientales de las matrices alimentarias, afectardn ampliamente
la liberacion de compuestos fendlicos y su bioaccesibilidad. Ademas, Salazar-Lopez
y col.,, (2018) estudiaron el salvado de sorgo aplicando tratamientos térmicos y
obtuvieron resultados similares en el contenido de fenoles totales, aumentando
conforme se avanzé el proceso de digestion. Esto también concuerda con Anson., y
col.,, (2009b), donde, el bioprocesamiento del salvado de trigo puede mejorar
significativamente la bioaccesibilidad de los acidos fendlicos en panes integrales en la

etapa de digestion intestinal.

Por otra parte, Hithamani y Srinivasan, (2014b) encontraron que en algunos cereales
(trigo, mijo, sorgo), el contenido de polifenoles bioaccesibles sometidos a varios
procesos tecnoldgicos (brotacién, asado, horno abierto, coccién a presion, coccidon
abierta y calentamiento por microondas) no cambiaron significativamente (p<0.05) o

disminuyeron su accesibilidad.

Bioaccesibilidad del Acido Fertlico

Del grupo de los acidos hidroxicinamicos, el acido ferulico es el compuesto fendlico
predominante en sorgo, alrededor del 95% se encuentra enlazado a polisacaridos no
almidonados y existe un creciente interés por liberar este compuesto de estas
estructuras de tal manera que pueda estar mas bioaccesible para su absorcidn

(Awika y Rooney, 2004; Salazar-Lépez y col., 2016).

Si bien, las condiciones de germinacion establecidas al inicio del presente estudio
promovieron una mayor liberacion de acido ferulico, fue importante investigar si esta

liberacion promovida por el proceso de germinacion pudiera verse reflejada en un
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modelo de digestion in vitro. En la Tabla 13 es posible observar que el contenido del
acido ferulico en cada uno de los digestos se comporté de una manera diferente al
de los compuestos fendlicos. En este caso se observé que, para muestras de sorgo
no germinado, el contenido de acido ferdlico disminuy6 conforme transcurrié la
digestion, mientras que el proveniente de la digestibn de sorgo germinado se
mantuvo con valores constantes, pero mas altos que los de sorgo no germinado. De
la misma manera se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre muestras de
sorgo en cada una de las etapas de la digestion. Durante la digestion oral se encontré
un contenido de &cido ferulico de 12.04+0.51ug/g en las muestras de sorgo
germinado, representando un valor de 5.18 veces mas alto en relacién con las del
sorgo no germinado. Durante la digestion gastrica el contenido de &cido ferdlico,
proveniente del sorgo germinado mostro valores hasta de 8.51 veces mas alto,
mientras que en la fase de digestion intestinal el contenido fue hasta 11.27 veces
mas alto que la harina de sorgo sin germinar (Tabla 13). Con estos resultados es
posible asumir que las harinas de sorgo germinado promovieron una mayor liberacién
de &cido ferulico durante la digestion intestinal, con respecto a las harinas de sorgo no
germinado. Con los resultados de la digestién intestinal se calcul6 el porcentaje de
bioaccesibilidad de acido ferulico para cada una de las muestras, observandose que
el sorgo germinado obtuvo un 3.43% de bioaccesibilidad en comparacién con el sorgo
sin germinar que fue de 0.62%. Aparentemente el proceso de digestion
gastrointestinal bajo condiciones simuladas favorecio la liberacion de acido feralico en
muestras germinadas (+453.2%), impactando significativamente la bioaccesibilidad de
este compuesto. Es importante considerar por una parte que las condiciones de
digestion juegan un papel preponderante en la liberacion de compuestos bioactivos.
No obstante, es importante resaltar que el proceso de germinacion del sorgo pudo
potencializar la liberacion del ferdlico durante la digestion. Esto es atribuido
particularmente a que durante la germinacion se presentan procesos degradativos que
pudieron haber simplificado estructuras complejas y asi facilitar el proceso de digestion

(Barnes y Anderson, 2018; Frankova y Fry, 2013; Nonogaki y col., 2010).
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En un estudio realizado por Hithamani y Srinivasan, (2014b) en brotes de mijo, lograron
aumentar la bioaccesibilidad del acido ferulico hasta en 820%, del acido siringico
127%, mientras que el acido p-coumarico y el acido sinapico disminuyeron hasta un
15y 67%, respectivamente.

Tabla 13. Contenido de acido ferdlico libre durante el proceso de digestion in vitro

en sorgo germinado comparado con sorgo no germinado.

MUESTRA ORAL GASTRICA INTESTINAL Bioaccesibilidad
ug/g (%)
No Germinado  7.22+0.21°  5.14+051°  2.24+1.52° 0.62
Germihado  12.40+0.512 13.65+0.492 13.51+2.272 3.43

Los valores corresponden a la media (n=3) + desviacion estandar. Valores con letra diferente entre
columnas, son significativamente diferentes a una p<0.05.

La bioaccesibilidad se calculd considerando el contenido de acido ferdlico en la fase intestinal en
relacién con el contenido de acido ferulico en un gramo de muestra (acido ferdlico libre + acido ferdlico
ligado). Acido ferulico total en sorgo no germinado (357.20 pg/g); Acido ferdlico total en sorgo germinado
(394.03 po/g).

Se ha demostrado que la bioaccesibilidad de los &cidos hidroxicinamicos podria
atribuirse a varios factores, como sus interacciones con los componentes de la matriz
alimentaria (proteinas, lipidos, carbohidratos), a la naturaleza quimica de estos
compuestos (dimeros, trimeros, oligdmeros) y su estabilidad a lo largo de la digestion
gastrointestinal (Dominguez-Avila y col., 2017; Jakobek 2015; Anson y col., 2009a,
b; Sun y col., 2016; Salazar-Lépez y col., 2018). Ademas, segun Salazar-Lopez y
Quirés-Sauceday col., (2014), en el proceso de adsorcién se pueden formar diferentes
interacciones fisicoquimicas entre polisacaridos complejos y acidos hidroxicinamicos
a través de puentes de hidrogeno, enlaces éster, interacciones hidrofobicas y enlaces
covalentes o simplemente por atrapamiento fisico. Asi mismo, el nimero y la posicion

de los grupos hidroxilo o la carga nativa de los compuestos fendlicos son factores
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determinantes para las interacciones que se pueden presentar (puentes de hidrogeno,
no covalentes e hidrofébicos) (Dominguez-Avila y col., 2017 ; Jakobek, 2015; Phan y
col., 2015).

En un estudio sobre digestibilidad de proteinas de sorgo, se menciona que el acido
fertlico puede formar reticulaciones de naturaleza proteica, atribuyendo estos a
procesos oxidativos que se puedan presentar durante la digestion. Por otra parte, es
posible que el acido ferulico por un proceso oxidativo tenga la capacidad de acoplarse
a un arabinoxilano ferulado (Duodu y col., 2003; Fry, 1988), impidiendo su

solubilizacion, y por lo tanto su cuantificacion.

De manera similar, Bacic y col., (1988), han sugerido que puede ocurrir dimerizacion
entre residuos de tirosina en proteinas y residuos de acido ferulico en arabinoxilanos.
De tal manera que es posible asumir que, durante el proceso de simulacion
gastrointestinal in vitro, debido a la presencia de oxigeno podria conducir a la
formacion de reticulaciones de tirosil-feruloilo entre proteinas y arabinoxilanos. Lo
anterior pudiera explicar el hecho de que se haya obtenido una baja bioaccesibilidad
del acido ferulico, sin embargo cabe destacar que otros estudios realizados en salvado
de sorgo extrudido mostraron porcentajes de bioaccesibilidad de alrededor del 1%
(Salazar y col., 2016).

Capacidad Antioxidante

Los efectos sobre la capacidad antioxidante del sorgo germinado y sin germinar
durante la digestion gastrointestinal in vitro, se cuantificaron mediante los ensayos
de capacidad de captacién de radicales DPPH y TEAC (Figura 17 y 18).

La actividad antioxidante en los digestos analizados por DPPH fue significativamente
mas alta (p<0.05) en las muestras de sorgo germinado para todas las etapas de la
digestion. Particularmente, en la fase intestinal se encontré la mayor actividad
antioxidante. Estos resultados mostraron un comportamiento similar al presentado

durante la digestion del acido ferdlico. Lo que pudiera sugerir que es este acido el que
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pudiera estar contribuyendo en parte a la actividad antioxidante encontrada durante el

proceso de digestion.
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Figura 17. Actividad antioxidante por DPPH (umol ET/g) durante el proceso de
digestion in vitro en sorgo germinado comparado con sorgo no germinado

Los valores corresponden a la media de 3 repeticiones + la desviacion estandar. Valores con letra
diferente entre tratamientos, son significativamente diferentes a una p<0.05.

La actividad antioxidante analizada en los digestos por TEAC, mostré un
comportamiento diferente al presentado en el ensayo de DPPH, no obstante, las
fluctuaciones entre cada una de las etapas de la digestion y para ambas muestras, el
valor mas alto se presento en la etapa de digestion intestinal para las muestras de

sorgo germinadas.

85



18

16

14

[EEN
N

TEAC um ET/g
[
o

A No germinado
O Germinado

Oral Géstrica Intestinal
Fases de digestion
Figura 18. Actividad antioxidante por TEAC (umol ET/g) durante el proceso de
digestion in vitro en sorgo germinado comparado con sorgo no germinado.

Los valores corresponden a la media de 3 repeticiones + la desviaciéon estandar. Valores con letra
diferente entre tratamientos, son significativamente diferentes a una p<0.05.

Durante el proceso de germinacion se pueden sintetizar o transformar diversos
compuestos bioactivos, tales como vitaminas, acido y-aminobutirico (GABA) y
polifenoles (Gan y col., 2017). Estos compuestos pueden presentar actividad
antioxidante, sin embargo, una vez que se someten a un proceso de digestion puede

dar lugar a su degradacion o biotransformacion (Gan y col., 2017).

Son realmente escasos los estudios en los cuales se ha evaluado el potencial
antioxidante de digestos de sorgo, particularmente en sorgo germinado, no ha sido
reportado el efecto de este proceso sobre la actividad antioxidante en un modelo de
digestién in vitro. No obstante, existen evidencias en relaciéon con que otros procesos
tecnolégicos aplicados en cereales o en otras semillas, pueden mejorar el potencial

biolégico. En un estudio llevado a cabo en arroz integral sometido a germinacion y
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posterior aplicacion de altas presiones hidrostaticas, se demostr6 que mediante un
proceso de digestion in vitro la actividad antioxidante aumenté a medida que se

incrementaba la presion hidrostatica (Xia y col., 2017).

Disefio de un Alimento con Potencial Funcionalidad Biolégica
El contenido de fenoles totales en las cremas comerciales y de la HSG mostré
variabilidad estadisticamente significativa (p<0.05) (Figura 19). La crema formulada
con harina de sorgo germinado mostrd el mayor contenido de fenoles totales (0.47 +
0.013 mg EAG/g peso seco), comparado con la crema de sorgo no germinado. Las
cremas comerciales mostraron valores mas bajos comparado con las cremas de sorgo
(no germinado) de aproximadamente un 17%, 28 y 7% para AC1, AC2 y AC3,

respectivamente.

Los bajos valores de fenoles libres en las muestras comerciales puede deberse en
primera instancia a que tanto trigo como maiz poseen niveles bajos de fenoles totales
en comparacion con el sorgo. Por otra parte se ha reportado que el tamafio de
particula puede influir en la cuantificacion de fenoles totales, en el caso de las cremas
comerciales aunque no se midié el tamafio de paticula, visualmente si mostraban
mayor tamafio comparado con la crema de sorgo. Zhou y col., (2004) mencionan que
el tamafo de particula de las harinas en cereales son un factor importante en la
cuantificacion del contenido de fenoles, ya que esto aumenta el area de superficie de

la matriz y, por lo tanto, aumentan la accesibilidad de los disolventes de extraccion.

Por otra parte, se sabe que la sémola de trigo o el trigo duro forman parte importante
de las cremas comerciales, lo que pudiera promover un efecto de dilucion de los
compuestos fenolicos. Ademas, Nicoletti y col., (2013) mencionan que la sémola de
trigo es la fraccidn que presenta menor cantidad de acidos fendlicos libres, lo que

también podria explicar el bajo contenido de fenoles libres detectados anteriormente.
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Figura 19. Contenido de fenoles totales libres en cremas de harina de sorgo
germinado y no germinado comparado con cremas comerciales de trigo (AC1, AC2) y
maiz (AC3).

Las barras corresponden a los valores promedio (n=3) la desviacién estandar. Letras diferentes sobre
las barras indican diferencia significativa (p<0.05).

En las Figura 20 y 21 se muestran los resultados de actividad antioxidante evaluada
por los ensayos de DPPH y TEAC. Es posible observar que la actividad antioxidante
evaluada en las cremas comerciales y experimentales mostré alta correlacion (R?= 92,
89; p<0.0001) con los resultados del contenido de fenoles totales. La crema elaborada
a base de harina de sorgo germinado mostré la mas alta actividad antioxidante,

mientras que las comerciales los valores mas bajos.
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Figura 20. Actividad antioxidante por DPPH en cremas comerciales y de sorgo
germinado y sin germinar.

Las barras corresponden a los valores promedio (n=3) la desviacion estandar. Letras diferentes sobre
las barras indican diferencia significativa (p<0.05).

Debido a su composicion quimica (trigo duro y sémola), las cremas comerciales
presentaron menor actividad antioxidante. La baja cantidad de fenoles libres y acido
ferulico son indicadores del potencial antioxidante que puede presentar un alimento.
Segun Esposito y col., (2005), en un estudio con trigo duro, todas las fracciones de
salvado presentaron marcada una actividad antioxidante en comparacién con la

sémola que presenta una insignificante actividad antioxidante.

Por otra parte, el proceso de coccion afectd de manera significativa el contenido de
fenoles y actividad antioxidante. Los resultados del presente estudio mostraron que el

proceso de coccion de la harina integral de sorgo sin germinar incremento el contenido
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de compuestos fendlicos aproximadamente un 98%, mientras que la actividad

antioxidante evaluada como DPPH, mostré de igual manera un incremento de

alrededor del 95%.
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Figura 21. Actividad antioxidante por TEAC en cremas comerciales y de sorgo
germinado y sin germinar.

Las barras corresponden a los valores promedio (n=3) la desviacién estandar. Letras diferentes sobre
las barras indican diferencia significativa (p<0.05).

Por otra parte, es importante mencionar que el proceso de coccion de las harinas de
sorgo germinado, afecto positivamente el contenido de fenoles totales mostrandose un

aumento del 61.6% posterior al proceso de coccién (Tabla 14).
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Tabla 14. Efecto de la coccidn de harina de sorgo germinada y sin germinar en el
contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante.

Fenoles Libres DPPH Libre TEAC Libre
Sorgo mgEAG/g* UMET/g* MMET/g*

No germinado (G-) 0.112+0.004"8 0.813+0.0088 1.512+0.1028
Germinado (G+) 0.297+0.02028 1.323+0.040%8 1.922+0.082%8

No germinado 0.222+0.003A 1.587+0.123PA 2.42+0.25PA
Cocido (G-C+)

Germinado cocido 0.480+0.0124 1.863+0.0192A 3.63+0.032A
(G+C+)

aDiferencia significativa (p<0.05) entre G-y G+, G-C+y G+C+
A Diferencia significativa (p<0.05) entre G- y G-C+, G+ y G+C+
* Se muestra la desviacién estandar de tres repeticiones.

Los tratamientos térmicos de alta humedad aplicados a ciertos alimentos pueden
conducir a cambios importantes en la matriz alimentaria, tanto fisicos como quimicos.
Particularmente se ha estudiado como afecta la coccién de algunos alimentos al
contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante. Un estudio llevado a cabo
por Towo y col., (2003), demostré que el proceso de coccion en grano de sorgo durante
15 minnutos, redujo 21% el contenido de fenoles totales. En otro estudio N'Dri y col.,
2013, evaluaron el efecto del proceso de coccion en sorgo, reportando que los fenoles
libres y ligados disminuyeron significativamente después de la coccion por 12 minutos
a 100°C. Ademas, Zielinskiy col., (2001) notaron cambios significativos en el contenido
de acido fendlico de trigo, cebada, centeno y avena después de un procesamiento

hidrotérmico.

N'Driy col., (2013) mostraron que el proceso de coccion de harina de sorgo disminuyo
hasta en un 48% el contenido de fenoles totales libres, mientras que la actividad
antioxidante disminuy6 cerca del 75% aproximadamente. Esto Particularmente esta
pérdida se puede atribuir al retiro del agua de coccidon (Harakotr y col., 2014).
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Se ha afirmado que el procesamiento térmico puede causar despolimerizacion de
estructuras oligoméricas y poliméricas superiores en dimeros y trimeros, reacciones
de polimerizacion concomitantes y formacion de complejos fuertes de compuestos
fendlicos solubles con macromoléculas de la matriz alimenticia, lo que puede reducir
su solubilidad (Massaretto y col., 2011). Aparentemente, la liberaciéon de compuestos
fendlicos durante el proceso de coccion dependera ampliamente de la estructura del

grano.

Existe informacion limitada del efecto de la coccion en granos, particularmente del
sorgo (N'Dri y col., 2013), y mas aun, que compare el efecto de la germinacion y
coccién como un conjunto. Por ejemplo, en soya, el brotado por 1 a 7 dias y coccion
hasta por 20 minutos, redujo significativamente el contenido de fenoles totales libres,
flavonoides y taninos condensados, ademas, de disminuir la actividad antioxidante por
DPPH (31%), FRAP (34%) y ORAC (34%) (Kumari y Chang, 2016).

Ademas, Chandrasekara y col., (2012) y Ti y col., (2014) mencionan que el efecto
perjudicial sobre los compuestos fendlicos podria estar relacionado con los flavonoides
presentes en la fraccion soluble de los granos enteros, o a la descarboxilacién de
acidos fendlicos libres y polimerizacién de compuestos fendlicos.

En estudios de Fleuriet y Macheix (2003) y Xu y Chang (2008) en brotes de frutas,
verduras y frijoles, cuantificaron los contenidos de &cidos fendlicos después de la
ebullicién. Estos autores afirman que los cambios en los brotes pudieron haber sido
resultado de reacciones como: degradacion por oxidacion de los acidos fendlicos,
liberacion de éacidos libres de las formas conjugadas, degradacion de polifenoles y
liberacion de compuestos fendlicos unidos y la transformacién de estructuras
complejas de sustancias fendlicas con compuestos relacionados como proteinas,
taninos y antocianinas. Ademas, también podrian atribuirse al aumento de la actividad
de la polifenol oxidasa y otras enzimas catabdlicas, que descomponen los complejos

compuestos fendlicos (Kumari y Chang, 2016).
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Posiblemente durante el proceso de coccidn de sorgo germinado, debido a la
presencia de proteinas con aminoacidos con grupos funcionales, la temperatura
provoco la liberacién de estos grupos funcionales, provocando un incremento en el
contenido de fenoles y actividad antioxidante. Para el caso del sorgo no germinado, el
aumento de fenoles libres pudo ser debido a la liberacion de la fraccion ligada (N"Driy

col., (2013).
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CONCLUSIONES

e La optimizacion del proceso de germinacion en sorgo mejora el contenido de
compuestos fendlicos y actividad antioxidante.

e Elmaximo contenido de &cido ferulico en sorgo germinado se relaciona con una
baja actividad de la enzima 3-1,4 endoxilanasa.

e EIl proceso de germinacion de sorgo favorece la bioaccesibilidad de acido
ferdlico.

e A partir de sorgo germinado es posible preparar un alimento con potencial

funcionalidad bioldgica.

Por lo tanto, el proceso de germinacion de sorgo, puede ser una opcion de dieta
saludable y contribuir a la reduccién de la prevalencia de obesidad y sus

comorbilidades
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RECOMENDACIONES

Profundizar en el efecto del proceso de germinacion de sorgo sobre la liberacion
o sintesis de novo de acido ferdlico.

Estudiar algunos aspectos reoldgicos (viscosidad) y fisicoquimicos (absorcién
de agua, capacidad emulsificante, solubilidad entre otras) de las masas y
harinas obtenidas a partir de sorgo germinado con el fin de formular alimentos
de disefio para diferentes grupos poblacionales.

Llevar a cabo estudios de modelacion biol6gica de alimentos funcionales

derivados de harinas de sorgo germinado.
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